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CAPITULO 1 
1. El hecho inicial 
Los trabajos acerca de procesos de memoria en el cangrejo 
Chasmaanathus se iniciaron en el Laboratorio de Neurobiologia de la Memoria 
de esta Facultad en el aiio 1986, basados en una recurrente observacion de 
campo confirrnada por pruebas muy elementales de laboratorio. Ante la 
presentacibn de una sombra pasante sobre el cangrejo, este despliega una 
respuesta de escape que tiende a disminuir rapidamente a medida que se 
reitera la estimulacion. Al hacer mas estrictas las condiciones experimentales 
de estas pruebas, se obtuvieron comprobaciones cuantificadas del fenomeno. 
Se comenzo a utilizar un protocolo que consistia en 15 presentaciones de una 
sombra pasante sobre el cangrejo (estimulo de peligro), separadas por un 
intervalo de 3 minutos. Conjuntamente con un grupo experimental (TR) se 
corria un grupo control (CT), formado por animales que eran sometidos a las 
mismas condiciones experimentales que el TR durante toda la sesion de 
entrenamiento, per0 sin que se les presentara el estimulo de peligro. Despues 
de un intervalo de 24 horas, tanto el TR como el CT recibian 6 ensayos 
separados por 3 minutos. Un resultado tipico de esta clase de experimentos se 
presenta en la figura 1. 
En sintesis: un estimulo de peligro presentado repetidamente conduce a 
un decrement0 de la respuesta de escape por el termino de 24 horas, 
manifestandose por una diferencia CT-TR en 10s niveles de respuesta. Este 
resultado ha constituido el hecho inicial que diera lugar a una serie de 
investigaciones destinadas a estudiar el proceso de memoria en 
Chasmaanathus, con una aproximacion a la vez comportamental y 
mecanisti&. 
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Figura 1: Sesihn de evaluacibn a 24 horas, luego de un entrenamiento con 15 ensayos separados por un 
interval0 entre ensayos PEE) de 3 minutos. IEE de la evaluacibn: 3 miautos. TR: grupo experimental, 
CT: grupo control ; l o s  cuadrados amadlos representan a1 gmpo control; 10s trihgulos azules 
representan al grupo entrenado. Abscisas: Ensayos; Ordenada: media del valor de la respuesta de escape 
por ensayo. 
Los primeros trabajos estuvieron dirigidos a determinar si se trataba de 
un fenomeno solido, reproducible y persistente, ademas de asignarlo a un tipo 
determinado de aprendizaje (Brunner & Maldonado, 1988; Lozada, Romano, 
Maldonado, 1990; Romano, Lozada, Maldonado, 1991 ). 
La realization de un estudio como el planteado, implid la adopcion de 
un tip0 de metodologia de analisis, con la incorporation de ciertos principios y 
definiciones canonicas. En la seccion siguiente se presenta una vision sintetica 
de esas nociones y se ptantea una discusion acerca de 10s metodos en 10s 
estudios sobre aprendizaje y memoria. 
2. Metodos v discusion metodol6qica en estudios de memoria. La 
contribucion v las limitaciones de la psicoloclia experimental. La 
aproximacion bioloaica. 
Con la expresion "metodo de la psicologia experimental" entendemos un 
conjunto de procedimientos y disetios experimentales, asi como un encuadre 
teorico y esquema clasificatorio, que 10s psic6logos experimentales han 
forrnado como cuerpo de metodos y doctrina para el estudio comportamental 
del aprendizaje y la memoria. 
Gran parte de estos estudios sobre aprendizaje animal han consistido 
en la bljsqueda de principios generales a traves de especies y paradigmas 
diferentes. Se parte del supuesto que existen esos principios generales, 
inspirandose en la idea darwiniana de que hay una continuidad evolutiva entre 
las especies, de tal manera que especies muy distintas aprenderian cosas muy 
diferentes utilizando un mismo mecanismo (Bitterman, 1988; Mcphail, 1987). 
2.1 Tres niveles de aprendizaie 
Cualquier fenomeno de aprendizaje tiene al menos una definition 
operacional implicita (Rescorla & Holland, 1976) que implica la observation de 
la vida del individuo en dos momentos. En un primer tiempo TI, el animal es 
expuesto a una experiencia que provoca un cambio en su estado (aprendizaje, 
o mas comprehensivamente, memoria), que se refleja luego, en el tiempo de 
evaluacion posterior T2 (I), por un comportamiento diferente al de aquellos 
animales que no tuvieron la misma experiencia en TI. Teniendo en cuenta 
este encuadre, es posible colocar 10s distintos tipos de aprendizaje a comparar 
en diferentes categorias. En un primer intento de clasificacion general, se 
distinguen tres niveles de complejidad del proceso mnesico (Rescorla, 1988): 
1 .- Lo mas primitivo que se puede aprender acerca de un estimulo, dice 
Recorla, es que el estimulo existe. En este nivel elemental de aprendizaje, el 
procedimiento consiste en la simple presentacion del estimulo al animal en 
tiempo TI,  para medir luego el efecto de esa presentacion al tiempo T2. El 
efecto de la presentacion se mide como una disminuci6n de la respuesta al 
estimulo. Este nivel corresponde a la habituacion, definida como aquel 
proceso durante el cual el animal aprende de la existencia de un objeto y sus 
propiedades. 
2. - Para sobrevivir, 10s animales deben aprender mucho mas que la 
simple existencia de estimulos individuales. Deben aprender algo de la 
estructura del entorno, es decir, las relaciones entre estimulos. En este nivel 
mas alto de aprendizaje, el procedimiento consiste en la presentacion a tiempo 
T I  de un estimulo en relacion con otro u otros estimulos, para medir luego, a 
tiempo T2, el cambio producido en el animal por la presentacion de aquella 
relacion. El ejemplo mas conocido de este tip0 de aprendizaje es el 
condicionamiento pavloviano o clasico, en donde uno de 10s estimulos 
sefializa la ocurrencia del otro. El estimulo sefial es llamado estimulo 
condicionado (EC) y el otro, estimulo incondicionado (El), siendo este ljltimo el 
que evoca originalmente la respuesta incondicionada (RI). El resultado 
conventional es que a T2, el EC evoca, sin la presentacion del El, una 
respuesta condicionada (RC), similar a la RI. 
3. - Finalmente, un organism0 es capaz de aprender el impact0 que sus 
propias acciones tienen sobre su ambiente. Una experiencia adecuada para 
producir este tip0 de aprendizaje, es someter al individuo a una experiencia que 
le muestre la relacion entre un estimulo y su propio comportamiento. En este 
marco, el estimulo es considerado como recompensa o refuerzo positivo en 
unos casos, como castigo o refuerzo negativo en otros. Cuando se establece 
este vinculo, se produce una rnodificacion en la probabilidad de la respuesta 
durante el momento de la evaluacidn (T2), lo que comirnmente llamamos 
aprendizaje instrumental. 
En pocas palabras, cuando describimos 10s procesos en una forma 
abstracts, ignorando las identidrles. de. 10s estimulos y de 10s organismos, 
estos tres tipos de experieii'dias del individuo en el T I  con sus correspondientes 
modificaciones comportamentales en el T2, engloban a la mayoria de 10s 
comportamientos estudiados en procesos de aprendizaje analizados a nivel 
experimental. La existencia de estos tres grandes "taxones" de una sistematica 
del aprendizaje, implica que 10s animales pueden adquirir tres tipos diferentes 
de informacion durante TI, a saber: informacion sobre un estimulo, sobre la 
relacion del estimulo con el ambiente o sobre la relacion del estimulo con 10s 
comportamientos propios del animal. 
2.2 Tres preguntas sobre el fenomeno de aprendizaie. 
Este esquema clasificatorio, Ileva, a su vez, a precisar tres preguntas 
fundamentales acerca del fenomeno de aprendizaje que permitirian tipificar el 
fenomeno bajo estudio (Shettleworth, 1 993a). 
Primero, jcuales son las condiciones del aprendizaje?, es decir, jque 
experiencias en T I  son necesarias para producir 10s cambios 
comportamentales? Bajo el rotulo de "estudios sobre las condiciones del 
aprendizajen, se incluyen experimentos acerca de efectos del retardo, magnitud 
o calidad del refuerzo; extension del intervalo EC-El y del intervalo entre 
ensayos (i.e., intertrial interval); duracion, calidad o intensidad del estimulo; y 
en general todo intento dirigido a especificar cuantitativa o cualitativamente lo 
que 10s psic6logos experimentales Ilaman, genericamente, "leyes del 
aprendizaje". 
Segundo, j cuales son 10s contenidos del aprendizaje? Los estudios 
sobre el contenido del aprendizaje se proponen caracterizar las estructuras 
hipoteticas que representan asociaciones o 10s cambios de estado producidos 
por la exposicion a las condiciones del aprendizaje. Es aqui donde la 
psicologia experimental se emparenta con 10s estudios mecanisticos de la 
memoria sin perder su condicion de disciplina de analisis comportamental. 
Entre 10s ejemplos mas ilustrativos de este tip0 de esfuerzo, cabe mencionar la 
SOP (standarf operating procedures), postulada por Whitlow y Wagner (1 984). 
El modelo considera que el individuo bajo estudio puede entenderse como un 
sistema de comunicacion que implica un dispositivo codificador de estimulos 
(registro-sensorial) y un decodificador (generador de respuesta). Estos estan 
unidos por distintos componentes, entre ellos, una estructura de conocimiento 
(sistema de memoria) para la representacion de la experiencia pasada. En 
consonancia con varias postulaciones tdricas previas (e.g. Anderson & Bower, 
1973; Schiffrin & Schneider, 1977), el sistema de memoria es conceptualizado 
como una red de unidades representacionales, o nodos de memoria, 
interconectados por lazos asociativos direccionales. El SOP supone que 
cualquier estimulo efectivo, a traves de la codification en el registro sensorial, 
activara el nodo de memoria correspondiente. Este proceso representacional 
no es considerado dependiente del aprendizaje, per0 lo que si depende de la 
experiencia previa son 10s lazos (linkages) entre nodos, de tal manera que la 
activation de un nodo puede expandirse a otro u otros nodos. 
Tercero, jcuales son 10s efectos del aprendizaje sobre el comportamiento?. La 
respuesta a esta pregunta implica el estudio de cambios en el comportamiento 
debidos a la experiencia en TI.  En este aspecto, 10s esfuerzos de la psicologia 
experimental se han dirigido a distinguir claramente entre aprendizaje y 
rendimiento (learning vs. performance). Cambios en el comportamiento 
pueden no implicar un proceso de aprendizaje (solo como ejemplos: Grether & 
Evans 1966; Razran, 1971) y a la inversa, el aprendizaje puede darse sin 
manifestacion comportamental, como lo ilustran 10s casos de habituacion sin 
respuesta (Applewhite, Gadner & Lapan, 1969; Peeke & Veno, 1976) y la 
posibilidad de adquirir HLT Chasmannathus sin que haya respuesta de escape 
durante el entrenamiento, debido a que el cangrejo esta bajo el efecto inhibidor 
de GABA administrada por via sistemica (Tomsic, Rakitin & Maldonado, 1991). 
2.3 El hecho inicial parecio ser un caso mas de habituacion clasica. 
En base a este encuadre teorico y esquema clasificatorio, pareci6 
razonable suponer que el fenomeno descripto como hecho inicial encuadraba 
en el tip0 de aprendizaje del estimulo, es decir, que se trataria de un fenomeno 
de habituacion. Esta clase de aprendizaje, aunque tardiamente aceptado como 
caso mnesico (Davis, 1972), ha sido uno de 10s primeros en ser investigado - 
las primeras descripciones de habituacion son de fines del siglo XIX 
(Christoffersen, 1997). Thorpe (1950) la definio como " una actividad del 
sistema nervioso central por medio de la cual una respuesta innata ante 
algunos estimulos relativamente simples, especialmente aquellos de valor 
como aviso de peligro, decae mientras 10s estimulos continlien por un largo 
periodo sin resultados desfavorables". En otra ocasion, el mismo Thorpe (1 963) 
hizo hincapie en el hecho que el proceso implica la elimination de una 
respuesta del repertorio de comportamientos, y luego, esta idea fue 
apareciendo de una u otra forma en las definiciones de otros autores. Asi se 
describio a la habituacion como "aprender a no hacef' (Razran, 1971 ), "cese de 
respuestas" (Treinsman, 1984) o "adaptacion al significado decreciente de un 
estimulo " (Braun & Bicker, 1992). Thompson y Spencer (1966) hicieron una 
memorable revision de trabajos sobre habituacion en muy diversas especies y 
durante un extenso periodo de tiempo, establecieron una lista de lo que 
denominaron las condiciones parametricas de la habituacidn. Entre ellas se 
destaca la caida de la respuesta al estimulo segQn una exponencial negativa; 
la recuperation de la respuesta con la extension de un periodo sin 
estimulacion; el hecho que la habituacion depende de la presentacion del 
estimulo y no de la emision de la respuesta (deducida de la condicion 
parametrica " habituacion sub-cero"); y la est imulo-especificidad. En base a 
estas condiciones, Peeke (1 984) acuAo una definition mas comprehensiva: "la 
habituacion es la disminucion relativamente permanente de una respuesta 
como resultado de la repetida o constante estimulacion; la caida de la 
respuesta es especifica del estimulo original, y puede ser reinstalada por otro 
estimulo igualmente fuerte". 
Sin embargo, otras condiciones parametricas resultaron desmentidas por 
muchos trabajos experimentales, como aquella seg~ln la cual la habituacion 
estaba directamente relacionada con la frecuencia e inversamente con la 
intensidad (Davis & Wagner, 1968; Davis, 1970). Debido a esto y a otras 
observaciones, asi como a la falta de discriminacion entre habituacion a corto y 
largo termino, se postulo la teoria dual de la habituacion (Groves & Thompson 
1970; Groves & Thompson, 1973). Seglln esta teoria, la presentacion iterativa 
de un estimulo provoca dos procesos, uno decremental que involucra a una 
via estimulo-respuesta (habituacion propiamente dicha); y otro incremental que 
involucra al estado del animal (sensibilizacion); de manera tal que la resultante 
de esos dos procesos es una curva respuesta- vs.- ensayo que representa la 
habituacion a la respuesta. 
Los trabajos iniciales del Laboratorio vinieron a apoyar experimentalmente la 
idea de que estabamos tratando con un proceso de habituacion, puesto que 
demostraron: a) que la caida de la respuesta habituada no se debe a 
adaptacion sensorial, fatiga motora o datio emergente durante el entrenamiento 
(Brunner & Maldonado, 1988; Rakitin, Tomsic & Maldonado, 1991); b) que la 
habituacion es estimulo-especifica (Lozada et. all 1990; Lozada, 1993); c) que 
la habituacion depende de la presentacion del estimulo pero no de la emision 
de la respuesta (Tomsic et. al., 1991). Dado que tanto en 10s trabajos anteriores 
a esta Tesis, asi como, parcialmente, en 10s que se exponen en la presente 
Tesis, se uso el metodo de la psicologia experimental y el encuadre teorico de 
lo que hemos llamado "metodo de la psicologia experimental", Corresponde un 
repaso critico de esta metodologia. 
2.4 Virtudes v debilidades del "metodo de la psicoloclia experimental". 
Entre las principales virtudes, cabe. destacarse la rigurosidad en el 
control experimental, asi como la aplicacion del analisis estadistico en el 
tratamiento de 10s datos. Junto a ellos, un merito mayor ha sido la apertura 
hacia el estudio mecanistico del proceso mnesico. Como vimos antes, el 
estudio del contenido del aprendizaje, aunque haya sido hecho desde una 
aproximacion de "caja negra" y sobre bases especulativas, significa una 
mirada hacia 10s posibles mecanismos que sirven a la memoria. De ahi 
entonces que esos estudios se puedan colocar en la cadena de 
aproximaciones de lo que suele llamarse la estrategia fop-down (como 
contrapuesta a la estrategia boftom-up) en la investigacibn sobre el tema 
(Morris, 1994). Finalmente, ha sido notable la creacion de un gran numero de 
disefios prototipicos, asi como la definicion de terrninos y clases de 
aprendizaje, lo que ha venido a favorecer la comunicacion entre investigadores 
que trabajando sobre memoria pertenecen a diversos campos de la ciencia. 
La mayoria de las limitaciones sefialadas para estudios con este 
metodo, pueden considerarse resultantes de la ausencia o deficit del 
componente biologico en el analisis comportamental. Muchos trabajos resultan 
"nature blind (Nadel, 1995), o sea parten de situaciones experimentales "que 
no guardan relacion con lo que el animal hace para sobrevivir y prosperar en el 
mundo realn (Eichenbaun, 1990). Se puede ensetiar a una rata a presionar una 
palanca para obtener aliment0 y a saltar fuera de una caja para evitar un 
choque electrico, per0 no a la inversa (Timberlake & Lucas, 1989). El laberinto 
acuatico de Morris es ampliamente usado en estudios de aprendizajes basados 
en el procesamiento de informacion visuo-espacial durante horas de luz, per0 
se utilizan roedores como animales experimentales, es decir animales 
nocturnes, de poca agudeza visual per0 excelente capacidades olfatorias (Lee, 
1998). La situation es aun mas singular en estudios con individuos 
transgenicos sobre mecanismos moleculares de aprendizaje, donde se trabaja 
con ratones en lugar de ratas debido a la gran informacion que se tiene acerca 
de su genoma, y se evalua su desempetio en el laberinto acuatico de Morris, 
aunque 10s ratones no estan adaptados al medio acuatico y revelan por lo 
tanto muy baja capacidad mnesica en este test (Gerlai & Clayton, 1999). En un 
trabajo ya clasico, Breland y Breland (1 961) han documentado en vertebrados, 
con muchos ejemplos, que es imposible obtener aprendizaje si 10s estimulos 
involucrados no son biologicamente relevantes, pese a que se "cumplan" todos 
10s requisitos del aprendizaje asociativo. 
Resulta interesante destacar que estas observaciones sobre la relacion 
entre capacidad mnesica y tipo de vida, habian sido hechas muy anteriormente 
por biologos que estudiaban ejemplos de memoria en crustdceos, sin que sus 
conclusiones fueran jamas consideradas ni citadas en 10s numerosos estudios 
realizados por psic6logos experimentales. Asi, Bock encontr6, ya en 1942, que 
mientras el isopodo territorial Porcellio puede aprender un habito de posicion 
tanto en un laberinto en T horizontal como en un uno vertical, el isopodo de 
agua dulce puede aprender ~jnicamente un laberinto en T horizontal, lo que 
sugeria fuertemente una relacion entre capacidad mnesica y comportamiento 
especifico. Y aun previamente, en 1927, Agar inform6 sobre la imposibilidad 
de entrenar a Daphnia o Simiocephalus en el aprendizaje de un laberinto en 
TI a pesar de dar 300 ensayos con un choque eledrico como castigo, lo que se 
compagina con la idea de que el aprendizaje de una respuesta de posicion no 
tendria significado adptativo en animales planctonicos. Se ha observado que 
10s camarones (e.g. Procamburus clarki~] son expertos en huir de un adversario 
o evitar un obstaculo mediante la contraccion y extension ritmica de su 
abdomen (Krasne, 1973; Lindberg, 1955), pero, curiosamente, no usan tal 
habilidad para dirigirse hacia una fuente de comida. Por lo tanto, no es 
sorprendente que estos animales muestren en este aspect0 una notable 
compartimentalizacion de la capacidad mnesica, es decir, aprenden a 
escaparle a un determinado estimulo per0 no a nadar hacia una fuente de 
aliment0 (e.g. Schone, 1961; Krasne, 1973). 
Finalmente, debe decirse que la nomina de tipos de aprendizaje y sus 
definiciones, debe considerarse como una lista no exhaustiva de tipos mas 
generales, no siendo indispensable que cada nuevo caso de aprendizaje que 
se describa sea colocado en alguna de esas categorias. Asi, no hay acuerdo 
sobre la clase a la que perteneceria el imprinting (Shettleworth, 1994) o la 
imitation (Whiten & Ham, 1992). 
En conclusion, el uso del "metodo de la psicologia experimental", tal 
como lo hemos definido, es indispensable en estudios sobre aprendizaje y 
memoria, constituyendo la herramienta fundamental del analisis 
comportamental. Sin embargo, el analisis comportamental debe integrarse con 
una aproximacion biologica, de manera de constituir en su conjunto la 
"aproximacion sintetica al aprendizaje" (Shettlewortrh, 1994), sin la cual 10s 
estudios sobre estos temas "han perdido frecuentemente el rumbo y lo seguiran 
perdiendo en el futuro" (Nadel, 1995). Asi, deben incluirse como temas de 
analisis el valor adaptativo de la capacidad mnesica bajo estudio, la relevancia 
biologica de 10s estimulos propuestos en el paradigma experimental y la 
viabilidad biologics de la tarea que se propone que el animal aprenda; en 
sintesis, "tener en cuenta como el paradigma toma contact0 con el repertorio 
de respuestas y adaptaciones del animal " (Kamil & Maudlin, 1988). 
Finalmente, es necesaria una 6ltima consideracion metodologica en 
estudios sobre memoria. Puede decirse que 10s trabajos del Laboratorio han 
seguido un camino de investigacion que va desde el nivel mas integrado 
(caracterizacion del proceso mnesico) hasta 10s niveles celular y molecular, 
recorriendo aproximaciones farrnacologicas, electrofisiolbgicas, de localizaci6n 
anatomica, bioquimicas y de la Biologia molecular. Esta seria la estrategia fop- 
down de la que habla Morris (1994), y que tiene muchos ejemplos de ser un 
camino apropiado. Entre otros, 10s cuidadosos estudios comportamentales 
sobre imptintring filial (Bateson, 1976) seguidos por la investigaciones de 
Horn, Bateson y Rose (ver Horn,1985) dirigidas a dilucidar el substrato neural 
del fenomeno mnesico. Pero existe una via opuesta a la descripta, la 
denominada estrategia interactiva o bottom-up. Se inspira en el supuesto de 
que todo fenomeno mnesico implica cambios a nivel sinaptico, es decir, que la 
plasticidad sinaptica esta causalmente involucrada en alguna, o toda forrna de 
aprendizaje. Por lo tanto, el paso inicial que se propone es el estudio de un 
fenomeno de plasticidad sinaptica (e.g. long-term potentiation en el hipocampo 
de ratas) y de ahi , ir hacia niveles mas altos de integracion (e.g., el mecanismo 
neural o el aprendizaje visual-espacial en el laberinto de Morris). Cabe setialar, 
sin embargo, el riesgo de este camino, ya que el tip0 particular de plasticidad 
sinaptica elegida puede no tener significado funcional alguno a nivel mnesico. 
Este es uno de 10s temas mas controvertidos en 10s estudios actuales sobre 
memoria (Cain, Hargreaves, Boon & Dennison, 1993; Jeffery & Morris, 1993; 
Karol, Abel, Church, Barnes & Mc Naughton, 1993).El caso podria ilustrarse 
con aquella clasica analogia de Gould y Lewontin (1979) acerca de las 
explicaciones adaptacionistas, y decir entonces con Morris (1 994) que puede 
no haber correspondencia entre plasticidad y memoria, "de la misma manera 
que 10s spandrels de San Marco no tienen relacion funcional alguna con 10s 
arms que enmarcan" (I). 
3. Modelo canonico de la habituacion v modelo de memoria a larao 
tennino de Chasrnaanathus: peculiaridades v contradicciones. 
Cuando se profundizo el estudio de la habituacion de Chasmaanathus, y 
se cornpar6 sus caracteristicas con las seiialadas por otros autores para ese 
tipo de aprendizaje en otras especies y paradigmas, Ilamo la atencion algunas 
peculiaridades del proceso en el cangrejo, ya sea por la excepcionalidad de 10s 
valores que se registraban, asi como por el hecho que de alguna de sus 
propiedades estaban en contradiccion con lo que preve el modelo canonico de 
habituacion. 
3.1 Como se explico en la Seccion anterior, 10s primeros resultados 
experimentales del Laboratorio apoyaron la idea de que el fenomeno basico 
descripto para Chasmaanathus (Fig. 1) es un caso de habituacion- mas 
precisamente como un caso de habituacion a "largo termino" (HLT). Se 
denomina asi al proceso en el que se forma una respuesta habituada a traves 
de mas de una sesion, como contrapuesto al proceso que forma la respuesta 
habituada en una misma sesion (habituacion a "corto termino", HCT). Cuando 
se trata de solo dos sesiones de presentacion, la HCT de la primera sesion la 
identificamos con el entrenamiento (TI) y la segunda (HLT) con la sesion de 
evaluation (T2) (2). Se suele distinguir (Christoffersen , 1997) dos tipos de 
HCT: el tipo de "habituacion lenta" donde la caida del 50% se alcanza recien 
(1): Esta methfora es usada con alguna frecuencia en discusiones acerca de la 
relacibn causal entre dos fenbmenos. Los spandrels son espacios que resultan del 
encuentro de dos arcos, y que se han usado para memorables desarrollos 
iconogrificos en el caso de la Basilica de San Marco. El error estaria en 
concentrarse (perderse) en el anasis detallado de la compleja iconogafia cuando 
se trata de un estudio sobre la causalidad estructural de la Basilica. 
(2): Preferimos usar el t b n h o  evaluaaZn en lugar del anglicismo testeo. 
luego de 10s I00 estimulos y 10s modelos de "habituacion rapida" donde la 
caida al 50% de amplitud de la respuesta se obtiene entre el quinto y decimo 
estimulo. Entre 10s primeros pueden mencionarse el reflejo de recogimiento del 
biceps femoral en ratas (Griffin & Pearson, 1968) o la retraction del tentaculo 
en Helix (Christoffersen, 1992); mientras que en 10s segundos se puede 
mencionar la habituacion del reflejo del sifon de Aolvsia (Carew, , Pinsker & 
Kandel, 1972) o la respuesta de escape de Lebistes (Russell, 1967). No hay 
duda que la HCT de Chasmaanathus entraria en el segundo tipo, donde se 
acumula el mayor numero de ejemplos de la bibliografia, incluyendo la primera 
descripcion de una habituacion, aquella de Peckham y Peckham (1887) bajo el 
titulo de "Algunas observaciones sobre 10s poderes mentales de las arafias". 
Por lo tanto, no existiria nada muy peculiar en la HCT de Chasmannathus, sin 
embargo, cuando consideramos la rapidez de la HCT junto con la 
perdurabilidad de la respuesta habituada, concluimos que la HLT reiine 
propiedades excepcionales. 
El resultado presentado en la Fig.1 demostro ser altamente reproducible, 
ya que invariablemente se encontro que 15 ensayos con un interval0 de 171 
seg. producia una robusta retencion a las 24 horas, siempre que se usara un 
numero no menor de 30 individuos por grupo y que 10s experimentos se 
realizaran entre Diciembre y Julio, es decir, excluyendo 10s meses de la 
primavera, donde 10s niveles de reactividad de 10s animales ante el estimulo de 
peligro es generalmente muy bajo. El limite de 15 ensayos e IT1 = 171 seg. no 
parecia set- estricto, ya que tambien era muchas veces posible obtener esa 
retencion a largo termino diminuyendo el entrenamiento a solo 10 o acortando 
el IT1 a solo 36 seg. (Lozada, 1993). Ademas, una serie de observaciones 
sugerian que el periodo de retencion podia ir mucho mas alla de las 24 horas. 
Este conjunto de resultados llevaron a concluir que con pocos estimulos 
(durante un tiempo total de 10 minutos) era posible demostrar una buena 
retencion despues de un periodo mayor a las 24 horas. Semejante prontitud en 
la adquisicion de una respuesta que perduraba por tanto tiempo no tenia 
antecedentes en la bibliografia del tema, especialmente tratandose de 
artropodos. Es mas frecuente hallar estas caracteristicas entre casos de 
aprendizaje asociativo, como en el ejemplo extremo de "un ensaY0, un 
aprendizaje" (i.e., one trial, one learning; Ng & Gibbs, 1991) que en Procesos 
de habituacion. 
En este estado del analisis, parece razonable preguntarse: jes posible 
que una HLT con esas caracteristicas extremas pueda darse en condiciones 
naturales? jes posible que la breve presentacion de un estimulo de peligro 
desarme tan facilmente y por tanto tiempo una respuesta defensiva crucial 
para la supervivencia del animal? Debe advertirse sin embargo que la HLT de 
Chasmaanathus es altamente especifica (Lozada et. all 1990; Lozada, Tesis, 
1993), como lo demostro el hecho que si el mismo estimulo de peligro 
presentado con un tipo diferente de movimiento, se restablecia la respuesta de 
escape con su magnitud inicial. De todos modos, si bien la estimulo- 
especificidad disminuye 10s riesgos de una respuesta habituada prolongada, 
cabe preguntarse que exigencia de la presion de vida viene a satisfacer esta 
capacidad mnesica demostrada por Chasmaanathus, o en terminos mas 
corrientes, cual sera el valor adaptativo que esas peculiariades de la HLT 
tienen para Chasmaanathus. El Laboratorio intento responder a esta pregunta 
con una extensa investigacibn sobre el tema (Tomsic, Massoni & Maldonado, 
1993; Tomsic, Tesis 1993), partiendo de las siguientes premisas. Primero, una 
aproximacion valida para dilucidar el valor adaptativo de una deterrninada 
propiedad es estudiarla es especies filogeneticamente cercanas y 
ecologicamente distantes (Domjan & Galef, 1983); segundo, cuanto mayor es 
la ambiguedad en significado de un estimulo, mayor es el grado de habituacion 
a ese estimulo (Fantino & Logan, 1979). Se hizo entonces un estudio identico, 
i.e., usando el mismo recurso experimental, el mismo estimulo iterativo y el 
mismo paradigma, sobre habituacion en Chasmaanathus aranulatus y en 
Pachvara~ssus marmoratus. Estas especies tienen una estrecha relacion 
filogenetica - ambas pertenecen a la familia Grapsidae-- y ambos son 
cangrejos corredores semiterrestres que despliegan una respuesta de escape 
similar. Por el contrario, son claramente dispares en lo que se refiere a las 
condiciones ecologicas impuestas por sus respectivos habitats. 
Chasmaanathus es un cangrejo de estuario que vive sobre un sustrato fangoso 
blando y se refugia en cuevas que el mismo construye; en tanto que 
Pachygrapsus es marino, vive sobre un sustrato de roca solida y busca refugio 
en las grietas y cavidades de las piedras. Chasmaanathus vive en un entorno 
de objetos y sombras moviles - una populosa comunidad de Spartinas 
muchas veces agitadas por el viento y una densa presencia de co-especificos 
que se desplazan. En contraste, Pachv~ra~sus vive relativamente aislado, 
ocupando un terreno rocoso desprovisto de vegetacion halofila, es decir 
habitando un biotopo desnudo en comparacion al de Chasmagnathus. Es esta 
ljltima disparidad ecologica la que permite suponer que un objeto o sombra 
pasante pueda tener para Pachvnrapsus un significado menos ambiguo (= es 
un predador) que para Chasmagnathus (= es un predador o el movimiento de 
otro cangrejo o de la vegetacion). La diferencia en niveles de ambigiiedad, 
explicaria el hecho que Pachvgrapsus necesite muchos mas estimulos para la 
HCT (seria un caso de "habituacion lentaJJ, dentro de la dicotomia de 
Christoffersen, 1997, en contraposicion a la "habituacion rapida de 
Chasmagnathus), que adquiera una HLT debil, que apenas alcanza las 24 
horas. La notable diferencia en capacidades mnesicas entre especies, es 
explicada por el autor (Tomsic, Tesis 1993) de esta manera: 
"Cuando Chasmagnathus se enfrenta reiteradamente y sin 
consecuencias con un estimulo visual de peligro, esto significa, 
conforme a lo que resulta de la historia natural de la especie, que ese 
estimulo no comporta riesgo y que puede abolirse la respuesta de 
escape en esas condiciones, lo que le permite ahorrar tiempo y 
esfuerzos; por el contrario, la historia natural de Pachvgrapsus, para 
quien un objeto pasante es muy probablemente un predador, le 
determina un sostenido nivel de reactividad ante un estimulo visual 
iterativo de peligro y le impide asi la habituacion, permitiendole 
mantenerse a salvo de sus enemigos". 
3.2 Hemos recordado que conforme a una concepcion corriente entre 
10s psicologos experimentales (Rescorla, 1988) la habituacion se encuadra en 
el nivel mas basico de complejidad de un proceso mnesico, dentro de la 
clasificacion en tres categorias propuestas. De acuerdo a ese encuadre, 
durante la habituacion, el animal solo aprende la existencia del estimulo, lo 
que implica el reconocimiento de algunas o muchas de sus propiedades. Es 
decir, el concept0 primigenio de habituacion en excluia de ella tanto el 
aprendizaje de las relaciones del estimulo habituante con otros estimulos o 
eventos, sino, fundamentalmente, cualquier aprendizaje del contexto. 
Versiones posteriores fueron mitigando la exclusion del contexto (Kom y 
Moyer, 1966; Marlin y Miller, 1981), culminando con la teorfa asociacionista de 
la habituacion (Wagner, 1976, 1978, 1979) que acepta al contexto como 
estimulo condicionado en la habituacion a largo terrnino. Sin embargo, la 
renuencia a aceptar que las claves topicas del entomo influyen de alguna 
manera sobre la habituacion al estimulo fasico, ha sido una nocion recurrente 
en estudios sobre habituacion ( Leaton, 1974; Castellucci & Kandel, 1976 ). 
La posibilidad de un aprendizaje solo-estimulo parecio no conciliarse 
con las ideas de muchos biologos que aunque participaban apenas 
incidentalmente en estudios sobre memoria, entendian que el contexto debia 
ser inescapable a cualquier proceso mnesico. Asi, ya por 10s aAos 50, estudios 
sobre la habituacion de la respuesta de contraction en poliquetos tubicolas, 
habian destacado el papel significativo de 10s eventos que acompaiiaban a1 
estimulo fasico de peligro (un estimulo mec6nico). Clark (1960, a, b) pus0 de 
relieve la influencia del contexto sobre la habituacion en poliquetos; y Nicol 
(1950) destac6 la diferencia comportamental entre dos especies de Nereis SD. , 
una que habita una region intertidal, rocosa y con algas, y la otra una region de 
estuario desprovista de vegetacion. La primera especie, de contexto cambiante, 
se habitlja rapidamente y por mas tiempo a1 paso iterativo de una sombra, 
mientras que la segunda especie, de contexto sin alteraciones frecuentes, 
presenta un proceso mas lento y menos persistente. Nicol concluia enunciando 
lo que parece algo muy logico cuando el analisis se hace desde la vida natural, 
especificamente, que el animal puede estimar correctamente el riesgo 
seAalado por la presentacion repetida de un estimulo de peligro, relacionandolo 
con el entorno en el que el estimulo se presenta, ya que "estimulos que en un 
contexto son inocuos, en otros son potencialmente peligrosos" 
La contradiccion entre estos puntos de vista y el que formula la teoria 
canonica de la habituacion, llevaron a investigar cual seria el peso del contexto 
sobre la retention de la respuesta habituada en Chasma~nathus. Se demostro 
(Tomsiclet. al., 1993) que el proceso que llamamos habituacion era contexto- 
especifico, ya que si el contexto durante el entrenamiento no era igual al que se 
usaba en la evaluacibn, habia una significativa perdida de retencion. 
Una segunda e importante contradiccion con la idea del aprendizaje 
solo-estimulo, vino de otro trabajo del Laboratorio, demostrando que la 
retencion de la respuesta habituada era circadiana-especifica. Es decir, la HLT 
de Chasmaanathus era afectada cuando se entrenaba a 10s cangrejos durante 
la fase de luz del dia y se 10s testeaba en la faz oscura, o vice-versa. Se 
concluyo, entonces, que durante el entrenamiento no se almacena solo 
informacion acerca del estimulo de peligro, sin0 tambien sobre la fase del dia 
(Pereyra, de la lglesia & Maldonado, 1996). 
Estas peculiaridades del modelo de memoria de largo termino en 
Chasmannathus (i.e., facilidad para adquirir una respuesta habituada de larga 
duracion), asi como su especificidad contextual y circadiana, nos llevaron a 
cuestionar si el proceso mnesico bajo estudio era realmente un caso 
identificable con el concept0 clasico de habituacibn. Y se decidio, entonces, 
estudiarlo mas profundamente, siguiendo las lineas de investigacion que se 
detallan en la Seccion siguiente. 
4. Tres propiedades de todas las memorias. 
Con el proposito enunciado, es decir, profundizar el estudio de la 
habituacion a largo termino de Chasmaanathus, nos propusimos en la presente 
tesis investigar la relacion entre este proceso mnesico y lo que se consideran 
las tres propiedades universales de cualquier tip0 de memoria. 
4.1. La consolidacion de la memoria depende de la sintesis de 
proteinas. 
Desde 10s moluscos a 10s humanos, el electro-choque convulsive, 10s 
anestesicos o 10s inhibidores de la sintesis de proteinas, producen amnesia 
retrograda, es decir, enlentecen o bloquean la consolidaci6n de la memoria 
(e.g. Ribot, 1892; Glickman, 1961; Erber, 1976; Quinn y Dudai, 1976; 
Maldonado, 1980; Jaffe, 1980; Riccio y Ebner, 1981; Nagy y Martin, 1993; 
Botzer, Markovich y Susswein, 1999). Los resultados obtenidos con inhibidores 
como cicloheximida o anisomicina, han conducido a la conclusion de que la 
consolidacion de la memoria es dependiente de la sintesis de proteinas (e.g., 
Flood , Bennett, Orme & Jarkiv11977; Squire, Davis & Spanis,l980; 
Rosenzweig, Bennett, Lynch, Mc Gaugh & Weinberger, 1984). Esta idea esta 
de acuerdo con una nocion muy extendida entre 10s neurobiologos, aquella que 
considera a la consolidacion de la memoria como el resultado de cambios 
estructurales en la morfologia sinaptica (e.g. Greenough, 1984; Bailey & 
Kandel, 1 994). 
4.2. La retencion de la memoria depende de un periodo de consolidacion que 
sigue al entrenamiento o se inicia ya durante el entrenamiento. 
lnmediatamente luego de una sesion de entrenamiento, la memoria 
existe en forma inestable y de breve termino, fortaleciendose a traves de un 
proceso fisiol6gico muy activo que identificamos como consolidacion y que 
conduce a una etapa de memoria estable y de larga duracion (James 1890; Mc 
Gaugh & Hertz, 1972, Squire, 1987; Menzel, Hammer & Maueslshagen, 1990). 
La extension del periodo de consolidacion varia con la especie, la tarea 
aprendida, el paradigma experimental y hasta con el agente amnesico que se 
usa para estimarla (Rose & Jork, 1987; Squire & Davis, 1975). 
4.3.- El nivel y duracion de la retencibn de la memoria depende del interval0 
entre 10s ensayos de entrenamiento. 
Desde experimentos realizados hace mas de un siglo (Ebbinhaus, 1885), 
se viene apreciando que el entrenamiento espaciado, i.e., con intervalos entre 
ensayos significativos, produce una retencion mayor y mas duradera que el 
entrenamiento masivo, i.e., sin intervalo entre ensayos o con intervalos 
extremadamente breves (Carew, et al., 1 972; Hintzman, 1974; Frost, 
Castellucci, Hawkin & Kandel, 1985). Ademas, estudios mas recientes, han 
demostrado que fases diferentes en formas de memoria multi-fasicas son 
afectadas diferencialmente por diferentes espaciamientos entre ensayos. Por 
ejemplo, la memoria de la evitacion a un olor en Droso~hila consiste de dos 
componentes de memoria funcionalmente independientes, a saber, una 
memoria resistente a la anestesia (MRA) que decae dentro de 10s 4 dias y que 
puede ser obtenida tanto por entrenamiento masivo como espaciado, y una 
memoria de larga duration, irnicamente obtenida por entrenamiento espaciado, 
ya sea junto a la MRA o independientemente de ella (Tully, Preat, Boyton & 
DelVecchio, 1994). En el condicionamiento del reflejo de extension de la 
probusis en abejas, la estabilidad de la memoria larga depende no 
monotonicamente del intervalo entre 10s ensayos de entrenamiento, puesto que 
intervalos de 20 y 1 minutos, per0 no de 3 minutos o 30 segundos, resultan en 
una retencion estable (Gerber, Wustenberg, Schutz & Menzel, 1998). Los 
ratones mutantes CREB muestran deficits de memoria a largo termino en el 
condicionamiento contextual de miedo, usando el laberinto acuatico de Morris, 
per0 su capacidad mnesica aparece completamente restablecida cuando se 
extiende el intervalo entre ensayos de entrenamiento (Kogan, Frankland, 
Blendy, Coblenz, Marowitz, Schutz & Silva, 1996). 
Nuestra propuesta es que estudiando en que medida esos principios 
aparentemente universales, se confirman en el modelo de memoria estudiado 
en Chasmaanathus, obtendremos una mejor caracterizacion y definicion del 
proceso mnesico. 
5.- Chasmaanathus como modelo para el estudio de procesos de 
aprendizaie v memoria. Sus ventaias para la caracterizacion del fenomeno 
a nivel farmacol6aico. 
Finalmente, y antes de la formulacion concreta del objetivo de este 
trabajo, resulta pertinente distinguir 10s meritos de Chasmarrnathus como 
modelo experimental, es decir, destacar las caracteristicas comportamentales y 
fisiologicas que lo hacen especialmente adecuado para estudios sobre 
memoria y aprendizaje. 
a) Un considerable progreso en el conocimiento del fenomeno mnesico 
se ha logrado a traves de estudios con "invertebrados", elegidos por 
considerarlos sistemas simples de memoria (e.g., 10s moluscos Aplvsia (Carew, 
et. all 1972; Kandel & Schwartz, 1982) y Hermissenda (Alkon, Bank, Natio, 
Chung, Ram & Rasmusen, 1987; Crow & Forrester, 1990); la mosca de la fruta 
Drosophila (Tully,et.al. 1994); y la abeja (Hammer & Menzel, 1995), 
aunque el termino simple ha sido motivo de alguna controversia. Asi, el sistema 
nervioso de esos invertebrados no puede considerarse simple desde la 
perspectiva de un investigador de una red neuronal, ya que la cantidad de 
neuronas involucradas en un proceso mnesico, aljn el mas sencillo, es mucho 
mayor que aquel requerido para obtener una description satisfactoria del 
circuit0 subyacente. Por ejemplo, el sistema nervioso de Aplvsia contiene 
aproximadamente 20.000 neuronas, y cientos, si no miles de ellas, son 
probablemente activadas durante el condicionamiento clasico de 10s reflejos de 
contraction de las branquias o del sifon de A~lvsia (Glanzman, 1995). Sin 
embargo, el nivel de complejidad de 10s invertebrados usados hasta la fecha 
como sistemas de memoria, es mucho mas bajo que el de 10s vertebrados, de 
tal manera que 10s mecanismos basicos que sirven la memoria resultan 
metodologicamente mucho mas accesibles. Puede tenerse una idea acerca de 
la menor complejidad del sistema nervioso de Chasma~nathus, mencionando 
las estimaciones en numero de neuronas para el cerebro medio de un 
dedpodo oscilan alrededor de 70.000 (Wirsma, 1953). 
b) La respuesta de escape de Chasma~nathus, como la de otros 
cangrejos corredores que viven en habitats semiterrestres, es una respuesta 
nitida, cuantificable, y facilmente provocable por estimulos de diversa 
modalidad sensorial (i.e., visuales o tactiles; Rakitin et al, 1991). 
c) Chasmaanathus parece soportar muy bien la manipulation 
farmacologica, no revelando mayores perturbaciones inespecificas luego de las 
maniobras necesarias para la administracion de drogas. Una peculiaridad 
notable en este aspecto, es que las dosis efectivas para compuestos que son 
administrados por via sistemica, resultaron claramente mas bajas que las 
dadas en vertebrados [e.g. angiotensina II (Delorenzi, Pedreira, Romano, 
Pirola, Nahamod & Maldonado, 1995); enkefalina (Godoy & Maldonado, 1995), 
serotonina (Aggio, Rakitin & Maldonado, 1996), activadores e inhibibidores de 
PKA (Romano, Delorenzi, Pedreira, Tomsic & Maldonado , 1996 a; Romano, 
Locatelli, Delorenzi, Pedreira & Maldonado , 1996 )I. La relativa simplicidad de 
la organizacion del cerebro y la falta de una barrera hemato-encefalica 
endotelial en cangrejos (Abbott , 1970), juntamente con el hecho que la 
hemolinfa es distribuida totalmente a traves de una extensa red de capilares en 
varias areas de neuropilos (Abbott, 1992; Roskoski, 1983) , podria explicar el 
bajo umbra1 para la accion de las drogas en Chasrnaanathus. 
d) Existe un buen conocimiento acerca de la organizacion de aquellas 
partes del sistema nervioso de crustaceos que pueden suponerse estan 
implicadas en el proceso mnesico que estudiamos. Baste recordar que la 
cirwiteria neuronal que sirve a la respuesta de escape del cravfish 
(Procambarus clatikii), asi como a aspectos basicos de la habituacion de esa 
respuesta, constituye uno de 10s circuitos neuronales mejor conocidos en el 
reino animal (ver revision en Edwards, Keitler & Krasne, 1999). Por otro lado, 
ya tempranamente, Wiersma (1 966, 1967,1967a) habia logrado describir, a 
traves del registro electrofisiologico de potenciales evocados, describir la 
topografia funcional del ojo, clasificando las &lulas de acuerdo al tip0 de 
estimulo luminico al que respondian y a su campo receptivo. Nalbach (1990) 
realizo registros electrofisiologicos de potenciales evocados por objetos en 
aproximacion, en el cuerpo celular en distintas regiones del lobulo optico, 
llegando a identificar las "&lulas reflejantes" (looming cells, Homdge, 1986) 
que poseen la capacidad de habituarse durante la estimulacion repetida, 
recuperando su respuesta cuando el objeto se aproxima desde un area 
diferente (Nalbach, 1990; Glantz, 1977). Estos y otros antecedentes (como 10s 
trabajos funcionales de Wood y Glantz sobre el procesamiento por 
interneuronas visuales en el cerebro de Procambarus; Wood & Glantz 1980a, 
b), apuntalan en el Laboratorio la linea de trabajos electrofisiologicos en 
Chasmaanathus, 10s que han demostrado la posibilidad de obtener 
preparaciones optimas, habiendo ya identificado neuronas en el 16bulo optico 
detectoras de movimiento con modelos de habituation caracteristicos(Tomsic, 
datos no plubicados). 
e) Un gran nljmero de Chasmaanathus pueden ser recogidos en un solo 
esfuerzo de captura, durante practicamente todo el afio, con exception de dias 
de invierno en 10s que la temperatura del agua resulta inferior a 10s 10 %. Los 
cangrejos pueden ser mantenidos facilmente en el Laboratorio en cubas de 
agua marina no circulante, renovable cada 2 dias, por periodos de hasta 20 
dias sin variaciones observables en las variables comportamentales bajo 
estudio. 
f) En base a la confiabilidad del paradigma de memoria usado y las 
modalidades de la respuesta de escape antes sefialadas, se pudo disefiar y 
construir un recurso experimental de comando y registro totalmente automatico 
que permite trabajar simultaneamente con 40 cangrejos Chasmaanathus 
(descripcion del equipo en el Capitulo 2 de esta Tesis). No es superfluo 
destacar la importancia del uso de un recurso automatizado cuando se trata de 
experimentos sobre aprendizaje. Los efectos de la presencia del 
experimentador sobre el comportamiento de un animal, se convirtio en un tema 
de gran importancia, desde que Oskar Pfungst revel0 que el "inteligenteJJ 
caballo Hans (clever Hans ) era guiado en sus demostraciones de memoria por 
claves muy sutiles que le daba involuntariamente su entrenador (Pfungst, 
191 1). Este fenomeno, es decir, el cambio en el comportamiento de un animal 
por claves suministradas por el experimentador, conocido como cuing en la 
literatura, ha quitado validez a muchas conclusiones obtenidas por pruebas de 
laboratorio en trabajos sobre aprendizaje y cognicion (e.g. Rosenthal, 1974, 
1977; Chevalier-Skolnikoff 1981 ; Rosenthal, 1981 ; Sebeok. 1981 ; Sulliman, 
1992). La necesidad de eliminar la posibilidad del cuing aparece garantizada 
por un recurso automatizado, dado que evita la confusion entre observador y 
sujeto observado (Caine, 1 990; Fentres, 1 992). 
6. Obietivo 
El objetivo de la Tesis es profundizar en la caracterizacion del proceso 
de memoria que resulta de la presentacion iterativa de un estimulo de peligro 
al cangrejo Chasmaanathus aranulatus. Para tal proposito, se conducen 
estudios dirigidos a determinar en el proceso mnesico bajo estudio, la 
perdurabilidad de la retencion, la sensibilidad a inhibidores de la sintesis 
proteica, la fase de consolidation; y el efecto de la variacion de distintos 
parametros, como nljmero de ensayos, frecuencia de estimulacion y 
alteraciones en el contexto. 
MTERIALES Y METODOS GENERALES 
1. Animales. obtencion v mantenimiento en el laboratorio 
Los sujetos experimentales empleados en esta Tesis son machos de la 
especie Chasmaanathus ~ranulatus. Este cangrejo semiterrestre habita la 
zona costera desde el sur de Brasil, Uruguay y Argentina, ocupando 10s bancos 
de limo mesolitoral y supralitoral de la zona de transicion de agua dulce y 
marina. En nuestro caso, 10s animales son capturados es en las rias de San 
Clemente del TuyQ , Argentina y transportados luego al laboratorio, en 
gabinetes disefiados para tal fin. Las recolecciones se realizan durante todo el 
aiio cada veinte dias, aproximadamente. 
En 10s experimentos se utilizan animales de entre 2.6-3.0 cm. de ancho 
de caparazon; el peso hlimedo promedio de esta categoria de tamaiio , 
calculado sobre una muestra de 60 animales es de 15gr (ESM 0.2). En el 
laboratorio, 10s cangrejos son alojados en cubas plasticas (35 x 48 x 27 cm.) 
con un fondo de agua 2 cm de profundidad, a razon de 30 animales por 
tanque. El agua utilizada en las cubas de mantenimiento y en 10s otros 
contenedores utilizados en 10s experimentos, es preparada con sal marina para 
acuarios hw-Marimex (Winex-Alemania) con una salinidad de 10-14% y un pH 
7.4-7.6. Estos tanques se ubican en una sala especial del Laboratorio: el 
"cangrejario". En dicho ambiente, 10s animales se mantienen bajo un ciclo 
12:12 hs luz-oscuridad en un rango de temperatura controlada entre 19-24 cP. 
La alimentaci6n consiste en pellets para conejos, suministrados cada 3 dias. El 
agua era renovada despues de 4 hs del comienzo de la ingesta. 
Chasmaanathus puede ser capturado durante todo el afio. Sin embargo, 
la repuesta de escape disminuye significativamente en el Laboratorio a finales 
del invierno y durante la primavera. Por ello, 10s experimentos de esta Tesis se 
realizaron entre 10s meses de diciembre y agosto, es decir durante el verano, 
otofio y parte del invierno. 
2. Equipo: Universal. Caractensticas qenerales del aparato. 
Con el nombre de Universal se designa el equipo empleado en 10s 
experimentos de esta Tesis. Es un dispositivo automatizado que permite al 
experimentador trabajar con 40 animales en forma simultanea. La unidad 
experimental es el actometro (Figura 2), consistente en un contenedor de 
plastico ( C ) de pared cdncava y piso llano de 10 cm. de diametro, cubierto con 
agua hasta una profundidad de 0.5 cm. El cangrejo es alojado en el 
contenedor que esta suspendido por 3 tensores desde una estructura de 
madera y se encuentra iluminado con una lampara ( L ) de 10W ubicada a 
30cm por encima del animal. Un motor ( M ) perrnite mover horizontalmente 
una pantalla de forma rectangular opaca (R, 25 x 13 cm.), desde la posicion (1) 
a la posicion (2) y viceversa. Los desplazamientos de la pantalla provocan una 
respuesta de escape en el animal y consecuentemente oscilaciones del 
contenedor. En el fondo del recipiente se halla una aguja solidamente fijada a 
la base del recipiente que se conecta a un transductor piezoelectrico ( P ). 
Las oscilaciones del recipiente inducen, a traves del piezoelectrico, 
setiales electricas proporcionales a su velocidad (Cady, 1964). Tales setiales 
son amplificadas, integradas durante el tiempo de registro (9 seg.) y 
transformadas en unidades numericas en un rango entre 0-1530, antes de ser 
procesadas por la computadora. De este modo, 10s valores se encuentran 
proporcionalmente correlacionados con la velocidad y el nlimero de 
oscilaciones del contenedor durante 10s 9 seg. que dura el registro. La 
amplification de 10s cambios de voltaje esta calibrada con una ganancia que 
hace que 10s valores de registro se encuentren por debajo de 1530. Un 
dispositivo de freno permite inmovilizar el recipiente mientras se realizan las 
maniobras de limpieza. 
Figura 2: a) Esquema de un actbmetro de 10s cuarenta que constituy-en el Universal: ( c )contenedor; (R) 
figura rectangular @antalla).(M) motor encargado del movimiento de la figura. (P) piezoelktrico . Q 
lampara que ilumina el actbmetro. b) Movimiento horizontal de la pantalla desde la posicibn 1 a la 2 y 
viceversa. 
En la sala experimental 10s actometros se hallan separados unos de 
otros por particiones laterales (paneles de madera) y por una pared frontal, 
quedando asi completamente aislados. Las unidades son calibrada 
periodicamente. 
Una computadora es utilizada para programar la secuencia de ensayos, 
la duracion del ensayo, el interval0 entre ensayos, y permite monitorear 10s 
eventos experimentales. 
3. Description del ensavo v de la res~uesta de escape 
Un ensayo consistia de dos ciclos de pasajes sucesivos (i.e., un ciclo, 
de 1 a 2 y de 2 a 1, Fig. 2). Cada ciclo duraba aproximadamente 4 seg., por lo 
que el tiempo total era de 9 seg. El ensayo se estructuro con ese movimiento 
ciclico, con un doble proposito: primero, obtener una respuesta mas conspicua 
mediante la acumulacion de oscilaciones del actometro; segundo, aumentar la 
posibilidad de que la pantalla entre en el campo visual del animal por lados 
diferentes, garantizando asi la estimulacion similar para cada individuo 
independientemente de la ubicacion del mismo en el actometro. La actividad se 
registraba durante todo el ensayo. 
La respuesta de escape (Pereyra, Saraco & Maldonado, 1998) consiste 
en la corrida del cangrejo tratando de dejar atras a la sombra pasante. Dada la 
marcada concavidad del recipiente del actometro, estos movimientos quedaban 
limitados al piso plano del mismo. Cabe puntualizar dos caracteristicas 
salientes de esta respuesta. Primero, comienza inmediatamente despues de la 
entrada del estimulo en el campo visual, precedida generalmente por un 
pequetio salto, y siempre tiene prioridad sobre la actividad exploratoria 
oposicion de reposo en que estaba el animal ejecutando (Korn & Faber, 
1996). Segundo, el escape es una respuesta direccional, especificamente, el 
cangrejo tiende a correr en direccion opuesta a la que la pantalla se esta 
moviendo. 
4. Protocol~ experimental. 
Durante un experimento de habituacion a largo termino (HLT), se 
sometia a 10s animales a dos sesiones, primer0 la sesion de entrenamiento 
que constaba de un numero dado de ensayos (5,15,30, 60, 120, 300) 
separados por un intervalo entre ensayos, I EE (0,9,27,45,81,135,171 seg.). La 
eleccion tanto del nlimero como del IEE dependia de la hipotesis que se estaba 
analizando. La sesion de evaluacion consistia de 1, 2 o 6 ensayos (con 
lEE=0,9,27,45,81 , I  35, 6 171 seg.), separada de la primera sesion por un 
intervalo entre sesiones, IES de 24,72 6 120 horas. Durante el IES 10s 
animales eran ubicados en recipientes individuales con un fondo de agua de 
0.5 cm. guardados en cajones con una iluminacion tenue. El disefio 
experimental incluia pares de grupos, cada par formado por un grupo 
entrenado (TR) y uno control (CT). Durante la sesion de entrenamiento, el 
grupo TR recibia , luego de un breve periodo de adaptacion en el actometro 
(fase contextual), un nlimero dado de ensayos separados por el IEE elegido 
(fase de estimulacion); mientras que el grupo CT permanecia en 10s 
actometros durante el mismo periodo per0 sin presentacion del estimulo (es 
decir, solo habia fase contextual durante la sesion). Durante la sesion de 
evaluacion, 10s grupos CT y TR recibian el mismo tratamiento. 
Para el caso de 10s experimentos de memoria de context0 (MCTX), el 
protocolo experimental se explica con la presentacion de 10s experimentos 
respectivos. 
La linea de base del nivel de respuesta resulta consistente hasta 10s 10 
dias de Ilegados, pero animales provenientes de distintas capturas presentaban 
diferencias en el nivel de respuesta. Debido a ello, solo animales provenientes 
de la misma captura participaban en el mismo experimento. 
Cuando comenzaba un experimento 10s animales eran trasladados 
desde el cuarto de mantenimiento al cuarto experimental, y antes de ser 
ubicados en el actometro se sometian a un test de seleccion: cada cangrejo 
era dado vuelta apoyandolo sobre su region dorsal y solo si el sujeto se 
reincorporaba rapidamente, eran utilizados en el experimento. Esta seleccion 
se basaba en el hecho que 10s sujetos con recuperacion lenta mostraban baja 
reactividad al estimulo visual de peligro. No mas del 10 % de 10s animales era 
eliminado por este criteria. 
5. Evaluacion de la retencion de la respuesta habituada. 
La retencion de la respuesta habituada es definida operacionalmente 
como la diferencia significativa entre 10s grupos CT y TR en el nivel de 
respuesta durante la sesion de evaluacion. Como vemos, la memoria a largo 
termino es evaluada centrando el analisis de 10s datos en 10s niveles de 
respuesta de la evaluacion. Rescorla ( I  988) argumenta en forma convincente a 
favor de utilizar este tip0 de analisis en vez de la comparacion 
entrenamientoXevaluaci6n de un mismo grupo, puntualizando la necesidad de 
distinguir entre el tiempo de input (sesion de entrenamiento) y tiempo el de 
output (sesion de evaluacion). La justification para este tip0 de comparacion, 
esta dada por el hecho de que el comportamiento del organism0 puede diferir 
entre las sesiones por razones no relacionados con el aprendizaje. Este 
argument0 es especialmente apropiado para nuestro modelo, ya que 
resultados previos demostraron que la HLT es independiente del nivel de la 
respuesta de escape durante el entrenamiento (Tomsic et. all 1991), un 
resultado coincidente con el obtenido con otras especies (Applewhite et. all 
1969, Peeke & Veno, 1976). 
De acuerdo a la hipotesis planteada en las distintas series de 
experimentos de esta Tesis, se eligieron herramientas estadisticas diferentes 
para el analisis de 10s datos obtenidos en cada caso. Una description sucinta 
de cada uno se incluye al comienzo del capitulo respective. 
6. Droaas e invecciones. 
En 10s experimentos donde se realizan tratamientos de tipo 
farmacologico, se inyectaban 50 PI del vehiculo o de soluciones de las drogas 
utilizadas; administrando la inyeccion a traves del lado derecho de la 
membrana cefalotoracica-abdominal con una penetracion controlada de la 
aguja de 4 mm, asegurandose de esta forma que la solucion era liberada en el 
centro del saco pericardial. En experimentos de 10s primeros capitulos 
utilizamos agua destilada como vehiculo ya que se habia demostrado que ese 
volumen no afectaba la reactividad del animal (Godoy & Maldonado, 1996), 
mientras que en lo ultimos el vehiculo elegido fue solucion salina para 
crustaceos (Hoeger & Florey, 1989) que tampoco evidencio un efecto propio 
sobre la reactividad ni diferencias con el primer vehiculo(Delorenzi et. all 
1 995). 
7. Definiciones 
Presentamos a continuation, un conjunto de terminos de uso comun a lo 
largo de la Tesis. 
Habituacion a corto termino (HCT) es el decremento de la 
respuesta dentro de una sesion. 
Habituacion a largo termino (HLT) es el decremento entre 
sesiones de la respuesta. Se usa como equivalente a retencion de la 
memoria o CT-TR (diferencia en la evaluacion). 
lntervalo entre ensayos (IEE)se refiere al interval0 de reposo entre 
ensayos. 
lntervalo entre sesiones (IES): period0 de reposo entre la sesion 
de entrenamiento y la sesion de evaluacion. 
La expresion fase inicial distingue al primer ensayo de la Sesion de 
evaluacion del resto de la misma, mientras que, la fase de 
reentrenamiento se refiere a 10s ultimos 5 ensayos de esta sesi6n. 
Protocolo fuerte de entrenamiento: programa de entrenamiento que 
incluye 15-30 ensayos con IEE de 171 seg. 
Protocolo debil de entrenamiento: programa de entrenamiento que 
comprende 10 o menos ensayos con un IEE de 171 seg. 
La expresion estimulo fasico ( = estimulo habituante = estimulo 
visual de peligro = sefial) se refiere a la pantalla rectangular pasante. 
Contexto define al conjunto de claves ambientales (visuales, tactiles) 
presentes en el lugar de entrenamiento y en el de evaluacion. 
EFECTO DE LA CKLOHEXIMIDA SOBRE L A  IYABITUACION 
A LARGO TERMIN0 YLA Ml3MOU CONl23XUAL. 
Durante las Qltimas dos decadas se han obtenido numerosas evidencias 
de que 10s inhibidores de la sintesis de proteinas producen impedimentos en 
la formacion de la memoria a largo termino, cuando se administran 
inmediatamente antes o despues del entrenamiento (Eisenstein, Altman, 
Barraco, Barraco & Lovell, 1983; Flood, Bennett, Orme & Rosenzweig, 
1975ia; . Flood, Bennett, Orme & Rosenzweig, 1975b; Patterson, Rose & 
Bradley, 1989; Squire & Barondes, 1974). 
Estudios recientes, realizados en invertebrados, a nivel celular y 
molecular, sugieren fuertemente la relacion de la memoria a largo termino 
con la sintesis de proteinas. Asi, se ha demostrado en A~lvsia que 10s 
inhibidores bloquean la facilitacion a largo termino inducida por la aplicacion 
in vifro de 5-HT (Montarolo, Goelet, Castellucci, Morgan, Kandel & Scharer, 
1986) y la endocitosis de moleculas de adhesion celular, un mecanismo 
temprano en el crecimiento sinaptico relacionado con el aprendizaje (Bailey, 
Chen, Keller & Kandel, 1992). Asimismo, en Hermissenda, esos inhibidores 
impiden la reduccion de las corrientes de K' mediadas por ca2" , que es el 
componente mas importante en la respuesta condicionada (Alkon, Bank, 
Natio, Chung, Ram & Rasmussen, 1987), asi como tambien el aumento de 
potenciales generadores en 10s fotorreceptores B (Crow & Forrester, 1990). 
Finalmente en el crayfish, se ha demostrado que impiden la expresion de la 
adaptacion a largo termino de la transmision sinaptica (Nguyen & Altwood, 
I 990). 
Por otro lado, experimentos con vertebrados acerca de la expresion 
de genes en la consolidation de nuevas experiencias, estan de acuerdo con 
la idea de que la adquisicion de una memoria a largo termino depende de la 
sintesis de proteinas (Anokhin, Mileusnic, Shamakina & Rose, 1991 ; Anokhin 
2% Rose, 1991 ; Campeau, Hayward, Hope, Rosen, Nestler & Davis, 1991 ). 
En este capitulo, el modelo de HLT de Chasma~nathus es usado para 
evaluar el efecto de la cicloheximida (CI), un inhibidor de la sintesis proteica. 
Si la hipotesis de que la memoria a largo termino depende de la sintesis de 
novo de proteinas es valida, para todos 10s tipos de memoria, deberia 
esperarse que la retencion en la HLT (diferencia CT-TR) fuera tambien 
significativamente disminuida. Y en tal caso, seria esperable una correlacion 
entre el aprendizaje en Chasmaclnathus y la expresion de genes tempranos 
(correlacion que recientemente se ha comprobado, Freudenthal y Romano, 
1 997). 
Ademas, de demostrarse el efecto amnesic0 de CI en 
Chasmaanathus, podria utilizarse ese efecto de la droga como herramienta 
para explorar un punto controvertido de la teoria de la habituacion, 
concretamente, aquel de la relacion entre la habituacion a largo termino y la 
memoria del context0 (MCTX) (Tomsic et.al., 1993). Si la HLT y la MCTX 
fuesen dos procesos mnesicos completamente independientes, el efecto 
deletereo de CI sobre uno de ellos no deberia afectar al otro. Por lo tanto, se 
realizaron dos tipos de experimentos a lo largo del presente capitulo, unos 
dirigidos a estudiar el efecto de la CI sobre la HLT y otros sobre la memoria 
contextual. 
2. METODOS 
2.1. Diseiio experimental 
2. I. IExperimentos sobre habituacion a largo termino (Tabla 1, A). 
El protocolo general para estos experimentos incluia 4 grupos de igual 
nQmero de animales (n= 35-45). Dos grupos eran inyectados con agua 
(grupos AG) mientras que 10s otros dos eran inyectados con cicloheximida 
(grupos CI); a su vez, un grupo de cada par era entrenado (grupo 
entrenados, EXP) mientras que el otro permanecia durante toda la sesion de 
entrenamiento en 10s actometros per0 sin recibir la estimulaci6n de la 
pantalla (grupo control, CT). Por lo tanto, 10s grupos eran: CT-AG, TR-AG, 
CT-CI y TR-CI. En la sesion de entrenamiento 10s grupos TR recibian 5, 15 
6 30 ensayos con un intervalo entre ensayos de 171 seg. El intervalo entre 
sesiones podia ser de 24, 72, 120 horas. La sesion de evaluacion consistia 
en un ensayo. La eleccion de un ljnico ensayo para evaluar la retencion se 
apoya en 10s argumentos claramente expuestos por Squire (1984). Segljn 
este autor, cuando 10s animales son tratados con un inhibidor de la sintesis 
de proteinas y sometidos a varios ensayos de evaluacion, el efecto 
amnesic0 surge claramente en el primer ensayo de la evaluacion; per0 en 
10s siguientes, la combinacion de distintos factores, como la reexposicion al 
aparato de entrenamiento y la retencion parcial (debido al hecho que la 
inhibicion no es total), interactQan maximizando la performance, de tal 
manera que se observa nuevamente retencion, quedando asi enmascarado 
el efecto disruptor de la CI. 
Grupos contextual [ Estimulacion 
Tabla1 : Protocolo general correspondiente a Experimentos del Capitulo 3 
Tabla 1 A: Experimentos de Habituacion a Largo Termino 
Inyeccion pre- Inyeccion post- 
Entrenado ensayos. 
minutos i Separados 
porl71 
Sesion de 
segundos 
Grupo 
Sesion de 
minutos i 
Interval0 
entre 
Sesiones 
24,72,120 
horas 
24,72, 120 
horas 
Evaluacion 
Fase i Fase de 
contextual estimulacion 
15 i 1 ensayo 
minutos i 
15 : 1 ensayo 
rninutos [ 
2.1.2 Experimentos sobre memoria del contexto (Tabla I ,  B). 
El protocolo general para estos experimentos incluia 4 grupos de igual 
nljmero de animales (n= 35-45). Dos grupos eran inyectados con agua 
(grupos AG) mientras que 10s otros dos eran inyectados con cicloheximida 
(grupos CI); a su vez, un grupo de cada par permanecia dos horas en 10s 
actometros corrientes durante la sesion de "entrenamiento" (grupo de igual 
contexto, IG), mientras que el otro permanecia las dos horas en recipientes 
cilindricos de plastico transparente con el fondo cubierto por una capa de 
arena hljmeda (cilindros), ubicados en cajas poco iluminadas, es decir, en un 
contexto de claves visuales y tactiles rnuy diferentes a 10s actometros (grupo 
de diferente contexto, DIF). Los grupos resultantes eran: Dl F-AG, IG-AG, 
DIF-Cl e IG-CI. 
El intervalo entre sesiones, era de 24 o 72 horas, segljn el experimento. 
La sesion de evaluacion consistia de dos ensayos con un intervalo de 171 
seg., dados en 10s act6metros usuales del equipo. Por lo tanto, grupos DIF- 
AG y DIF-CI, en contraste con lo que ocurria en 10s grupos IG-AG e IG-CI, 
transcurrian el entrenarniento en un contexto diferente a aquel de la 
evaluacion . La decision de utilizar en la evaluacion dos ensayos, se debio al 
hecho de que el tiempo elegido para la exposicion durante el entrenamiento 
(dos horas) no resultaba suficiente para que la memoria de contexto se 
expresa de una rnanera inequivoca en solo un ensayo. En efecto, en 10s 
experirnentos de inhibicion latente (Tomsic, Pedreira, Romano, Hermitte & 
Maldonado, 1998) fueron necesarios 12 hs de exposicion para lograr una 
expresion de memoria contextual en un solo ensayo. 
Tabla 1 B: Experimentos de Memoria de Contexto 
IlnySeIg," ;,"- + lnyeccion post- 
Sesion de 
Entrenamiento 
Grupos Fase lntervalo entre 
Contextual Sesiones 
Grupo 2 horas de 
Entrenado permanencia. 24,72 Horas. 
En el actometro. 
Gnrpo 2 horas de 
Control permanencia. 24,72 horas. 
(DIF) En el cilindro. 
~1 contextual estimutaci6n 
i 2 ensayos 
15 separados por 
minutos. i 171 segundos. 
En actometro 
i 2 ensayos 
15 i separados por 
minutos. 171 segundos. 
i En actometro 
El agua destilada 6 la solucion de CI se administraban a traves de la 
membrana c6falotoracica-abdominal. En 10s experimentos en 10s que la 
administracion se hacia antes del entrenamiento (preentrenamiento), la 
inyeccion se daba inmediatamente antes del comienzo de la sesion. En 10s 
que la administracion se hacia despues del entrenamiento 
(postentrenamiento), se inyectaba inmediatamente despues de la 
finalization de la sesion. La cicloheximida era adquirida en SIGMA. Co. 
2.3 Analisis de 10s datos v evaluacion del efecto amnesic0 
En experimentos preliminares del Laboratorio, con entrenamiento de 15 
o 30 ensayos con un IEE de 171 seg. y con la sesion de evaluacion a 24 o 
72 horas, se habia encontrado, sin excepcion, una diferencia significativa 
(a=.05) entre CT y TR (n= 20 o mas animales). 
En base a este hecho, se considero que habia efecto amnesico de la CI 
cuando aplicando un test de Duncan sobre 10s datos de la evaluacion, no 
surgen diferencias significativas entre 10s grupos tratados con la CI (CT-CI 
vs. TR-CI). Se esperaba que con el mismo test no se revelaran diferencias 
entre 10s gnrpos controles (CT-AG vs. CT-CI), excluyendose asi la existencia 
de un efecto inespecifico de la droga. Por el contrario, el test deberia 
detectar diferencias entre 10s grupos tratados con agua destilada (CT-AG vs. 
TR-AG). 
En 10s experimentos preliminares de MCTX con 30 o mas animales por 
grupo, entrenamiento de 2 horas de permanencia en el context0 asignado, y 
evaluacion a 24 o 72 horas, se habia encontrado, sin excepcion, una 
diferencia significativa (w.05) entre 10s grupos control (DIF) y 10s grupos 
entrenados (IG). En base a este hecho, se considero que habia un efecto 
amnesico cuando aplicando un test de Duncan sobre 10s datos de 
evaluacion no surgen diferencias significativas entre 10s grupos tratados con 
la CI (DIF-CI vs. IG-CI). Se esperaba que con el mismo test, no surgieran 
diferencias grupos controles (DIF-AG vs. DIF-CI) de cada experimento, 
descartando asi un efecto inespecifico de la droga. Por el contrario, se 
esperaba que el test detectara las diferencias corrientes entre 10s grupos 
tratados con agua destilada (DIF-AG vs. IG-AG). 
2.4 Metodo bioauimico 
Para determinar el grado de inhibition de la sintesis de proteinas en el 
ganglio cerebral y toracico por la administracion de CI, se utilizo una mezcla 
de aminoacidos marcados con cI4. Se eligio un tiempo de 2 horas de 
exposicion a la CI (de acuerdo con el tiempo que dura el entrenamiento de 
30 ensayos separados por 171 seg.); y otro de 24 horas exposicion a la 
droga. Se comparo la radioactividad especifica relativa en 10s animales 
tratados con la droga contra 10s controles inyectados con agua, calculandose 
asi el porcentaje de inhibicidn para cada grupo. 
Se utilizo el siguiente protocolo experimental: Los cangrejos eran 
inyectados con AG 6 CI en dosis de 10pg y 20pg por animal. Una o veintitres 
horas despues, se les administraba una mezcla de aminoacidos marcados 
[2 pCihngrejo, (U)] de Dupont-NEN (Boston, Masachusset) en 50pl de 
agua destilada. Los animales eran ubicados en recipientes individuales con 
el fondo cubierto con un papel de filtro durante una hora, despues se 10s 
sacrificaba e inmediatamente luego se les removian 10s ganglios. 
Los ganglios de un mismo grupo (8 ganglios, correspondientes a 4 
cangrejos) se trataban en forma conjunta, de manera que cada grupo era 
representado por una muestra. Los hepatopancreas de 10s sujetos tratados 
con CI o AG 2 horas antes del sacrificio, eran extraidos y tratados en forma 
similar a 10s ganglios. 
lnmediatamente luego de la extraction, 10s ganglios eran sumergidos en 
nitrogen0 liquido, homogeneizadas en 0.5 ml de cloroformo:metanol (3:2) frio 
en un homogeneizador manual de vidrio, y el material suspendido transferido 
a tubos de centrifuga. El homogeneizador se enjuagaba con 0.5 ml de la 
misma solution, la que se agregaba al homogenato. Los tubos se 
centrifugaban a 5000rpm durante 10 minutos. El sobrenadante era 
cuidadosamente separado para ser utilizado luego en un metodo de Folch 
modificado (Quesada-Allue & Belocopitow, 1 978). El preci pitado se 
enjuagaba con I ml de cloroformo:metanol:agua (I : 16: 16) y se centrifugaba 
nuevamente a 5000 rpm durante 10 minutos; el sobrenadante se descartaba 
y el precipitado se resuspendia en 200 PI cloroformo:metanol:agua 
(1:16:16) con un vortex, tomandose una muestra de 10pl para la 
determinacion de proteinas usando una versi6n modificada del metodo de 
Bradford (Boccaccio, Quesada-Allue, 1989; Bradford, 1976). Se agregaba 
tricloroackitico al 10% frio a la suspension y, se filtraba a traves de papel de 
filtro de vidrio GFIC matman) empleando una bomba de vacio. El filtro se 
secaba bajo una lampara infrarroja, se transferian a viales de 3 ml de 
centelleo con liquid0 de centelleo de tolueno, y se contaba. Los papeles de 
filtro de la base de 10s recipientes tambien eran contados en viales de 20 ml. 
Los porcentajes de inhibicion se calculaban comparando la radioactividad 
especifica relativa en 10s animales tratados con la droga contra 10s controles 
inyectados con agua. 
3. RESULTADOS 
3.1 Resultados de 10s ex~erimentos sobre inhibicion de la 
incorporacion de aminoacidos marcados. 
Dos horas despues de la inyeccion, IOpg de CI inhibieron la 
incorporacion de aminoacidos en 10s ganglios en un 88%, y 20 pg lo hicieron 
en un 92%, per0 para ambas dosis, no se observaba inhibicion 24 horas 
despues de la administracion del antibiotico. Los valores de marca en 10s 
papeles de filtro de 10s recipientes contenedores, eran similares al blanco, lo 
que sugiere que no hub0 excretion del material radiactivo durante la hora de 
espera entre su administracion y el sacrificio. La incorporaci6n de marca en 
proteinas del hepatopancreas fue de un 98%, 2 horas despues de la 
administracion de 20yg de cicloheximida. 
Este grado y duracion de la inhibicion de sintesis de proteinas coincide 
con 10s umbrales amnesicos generalmente informados para CI y anisomicina 
(Patel, Rose & Stewart, 1988). Sin embargo, debe destacarse que la dosis 
requerida para producir una inhibicion superior al 80% luego de dos horas 
(circa 60 pglg), es marcadamente menor que la requerida para obtener un 
efecto similar por administracion sist6mica en vertebrados intactos (640 a 
3200pg en ratones, Flood, Bennett, Rosenzeig & Orme, 1972). En realidad, 
la dosis efectiva en Chasmaclnathus resulta mas cercana a la utilizada para 
inyecciones intracerebrales en ratas (10-20 pg en la amigdala, Bergman. 
Kesler & Patlow, 1978). Esta diferencia de efectividad puede atribuirse a la 
ausencia en el cangrejo, de una barrera hematoencefalica endotelial (Abbott, 
1 992). 
3.2 Resultados de experimentos comportamentales. 
3.2.1 La administracion de la CI antes del entrenamiento no afecta la 
actividad exploratoria ni la habituacion a corto termino (HCT). 
Dos experimentos, uno enfocado a evaluar el efecto de la CI sobre la 
actividad exploratoria y el otro sobre la respuesta de escape, se llevaron a 
cabo en forma simultanea, cada uno con dos grupos, uno tratado con AG y 
el otro con 20 pg de CI. En ambos experimentos, todas las inyecciones eran 
dadas inmediatamente antes de la ubicacion de 10s cangrejos en 10s 
actometros. Durante el experimento de exploration 10s animales 
permanecian 2 horas sin recibir estimulacion con la sombra. Su actividad 
exploratoria se registraba nueve veces durante 20 segundos cada vez, con 
intervalos de 15 minutos. Durante el experimento de HCT, 10s cangrejos eran 
sometidos, luego de 30 minutos de adaptacion, a un entrenamiento de 30 
ensayos separados por 171 seg. 
La Fig. 3a muestra la actividad exploratoria de cada grupo, mientras 
que la Fig.3b muestra la respuesta al estimulo de peligro. La gran similitud 
de la respuesta para cada par de grupos es manifiesta, sugiriendo asi que la 
administracion de CI no afecta ni la actividad exploratoria ni la HCT ante un 
estimulo de peligro. No aparecen sintomas de impediment0 durante las 
primeras horas posteriores a la inyeccion, dentro de un rango de dosis de CI, 
i.e. 10, 20, 30, 50, 80, 100 pg por animal. Sin embargo, cuando se usaron 
Actividad 
Exploratoria 
120 1 
20 pglcangrejo 
ENSAYO 
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Figura 3: Efecto de la CI sobre la actividad exploratoria y la HCT: Los cuadrados amarillos 
representan 10s valores de la respuesta de anirnales tratados con agua(AG). Los trihgulos aides 
representan 10s valores de respuesta de animales tratados con cidoheximida (CI). a)medici6n de la 
actividad exploratoria Abscisas : ensayos. Ordenadas: valor de la actividad exploratoria. b) medici6n de la 
HCT. Abscisas: ensayos. Ordenadas: valor de la respuesta de escape 
dosis iguales o superiores a 30 pg pudo detectarse una pequefia caida de la 
respuesta en 10s ultimos ensayos del entrenamiento, y a las 24 horas, 
muchos animales presentaban perdidas de apendices locomotores, 
fenomeno conocido como autotomia (Fredericq, 1883), asi como menor 
actividad locomotora, registrandose algunas muertes. 
El resultado de que la CI no afecte la HCT coincide con lo observado 
recurrentemente en experimentos con diversas especies (Barraco, Lovell, 
Eiseinstein, 1981 ; Bennett, Flood, Orme, Rosenzweig, Jarvik, 1975; Gibbs & 
Ng, 1977). 
3.2.2 Efecto de la cicloheximida, administrada antes del entrenamiento, 
sobre la habituacidn a largo termino. 
A) 72 horas de IES (Tabla 2 A). Se ha argumentado que el grado de 
amnesia inducido por CI depende, entre otras variables, del intervalo entre 
sesiones (Davis & Squire, 1984). Por lo tanto, comenzamos este estudio 
analizando el efecto de CI usando un intervalo mayor a 24 horas, con la 
intencion de reducirlo o prolongarlo en 10s experimentos siguientes. De 
acuerdo a lo observado en experimentos pilotos, si se extiende el 
entrenamiento a 30 ensayos, separados por 171 seg., se obtiene una 
robusta HLT despues de 72 horas. 
Conforme al protocolo general (Tabla 1 A), se forrnaron 10s 4 grupos 
usuales: CT-A,G TR-A,G CT-CI y TR-CI. Los grupos CI se les administraba 
10 pg de cicloheximida antes del entrenamiento. Despues de las 72 hs de 
intervalo, todos 10s animales eran sometidos a la sesion de evaluacion de 
un ensayo. 
Tabla 2: Programa de experimentos del punto 3.2 del Capitulo 3. Efecto de 
la cicloheximida (CI) administrada pre- entrenamiento. 
Tabla 2 A: Efecto de la CI sobre la Habituacion alargo Termino (HLT). 72hs 
entre sesiones. 1 Sesi6n de 
entrenamiento 
Ensayos de la 
Sesion de 
Entrenamiento 
separados por 
171 segundos 
0 
30 
0 
30 
0 
30 
0 
30 
0 
30 
0 
30 
Experiment0 
1 
2 
3 
Interval0 
entre 
Sesiones 
(horas). 
72 
- 
- 
- 
- 
72 
- 
- 
- 
- 
72 
- 
- 
- 
- 
Grupo 
CT-AG 
TR-AG 
CT-CI 
TR-C I 
CT-AG 
TR-AG 
CT-CI 
TR-CI 
CT-AG 
TR-AG 
CT-CI 
TR-CI 
Sesion de 
evaluacion 
Ensayos de la 
Sesion de 
Evaluacion 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
Dosis 
de CI 
(pg) 
0 
0 
10 
10 
0 
0 
20 
20 
0 
0 
5 
5 
Una 2x30 ANOVA de medidas repetidas sobre 10s datos del 
entrenamiento no muestran diferencias significativas entre 10s grupos TR-AG 
y TR-CI ni interaccion de grupo por ensayo (F=0.25 y F=0.6, 
respectivamente). Un test de Duncan realizado sobre 10s datos de la sesion 
de evaluacion (Fig 4a), muestra, conforme a las predicciones, una 
diferencia significativas entre 10s grupos AG, per0 no entre 10s grupos CI ni 
entre 10s grupos controles. Adicionalmente, surge una diferencia significativa 
entre 10s grupos entrenados (TR-AG vs TR-CI). 
Para evaluar el efecto de CI en una forma dosis dependiente, se 
realizaron otros dos experimentos, uno con una dosis mayor, 20 pg por 
cangrejo, y otro con una dosis menor, 5 pg por cangrejo(Tab1a 2A, Exps. 2 y 
3)- 
Los resultados con 20pg fueron similares a aquellos obtenidos con 10 pg 
de CI (Fig.4b). Los datos correspondientes a 5 pg estan exhibidos en la 
Fig.&. 
El test de Duncan sobre estos resultados, revela diferencias 
significativas entre 10s grupos tratados con agua y 10s tratados con CI, 
mientras que no aparecen diferencias entre 10s controles o entre 10s 
entrenados. 
Los resultados se pueden resumir en 10s siguientes dos puntos: 
1) la administracion de 10 o 20 pg de CI antes del entrenamiento, produce 
un deficit en la retencion de la respuesta habituada a 72 hs. Esto no puede 
ser explicado por un efecto inespecifico depresor o excitador de la droga, ya 
que no surgen diferencias entre 10s grupos controles. 
2) la administracion de 5 pg falla en producir una disminucion en la 
retencion a 72 hs, mientras que la amnesia inducida por 20 pg es similar a la 
observada con 10 pg . Asi, el umbra1 efectivo para la CI esta alrededor de 
10s 10 pg , mientras que dosis mayores de 30 pg mostraron efectos 
colaterales que se ponen de manifiesto durante la evaluacion. En otros 
terrninos, la ventana de dosis efectiva para obtener un efecto 
1 de entrenamiento 
30 ensayos 
de entrenamiento 
1 7"". de entrenamiento 
F IGURA 4: Efecto de la cicloheximida (Cl), admmistrada antes del entrenamiento, sobre la 
habituaci6n a largo t h n k o  a 72 horas de la sesi6n de entrenarniento (30 ensayos separados 
por 171 seg.) a) Grupos-CI inyectados con lOpg/cangrejo.(n=40); b) 20pg de CI/cangrejo 
(n=35); c)5 pg de CI/cangrejo (n=35). Las barras celestes representan 10s grupos inyeaados 
con agua antes del entrenamiento (grupos-AG); las barras grises rayadas con azul representan 
10s grupos inyectados con cicloheximida (grupos-CI). Ordenadas: media del valor de la 
respuesta de escape por grupo. Abscisas: CT, un grupo control (CT-AG, CT-CI); TR, un 
grupo entrenado ( 30 ensayos, TR-AG, TR-Cl). Test de Duncan: * convenci6n para p< 0.05 y 
** para p< 0.01, en comparaciones entre grupos-AG o entre grupos-CI; # para p< 0.05, en 
comparaciones entre grupos en trenados (TR-AG vs TR-CI) . 
amnesico es muy estrecha, resultado consistente con 10s datos aportados del 
efecto de esta droga sobre otras especies (Bennett, Rosenzweig & Flood, 
I 977). 
B) 24 horas de interval0 entre sesiones (Tabla 2 6). Se us6 el 
protocolo general para experimentos de habituacion (Tabla 1 A), con 15 
ensayos de entrenamiento, separados por 171 seg., con un intervalo entre 
sesiones de 24 horas, y administrando CI antes del entrenamiento y en las 
dosis que en 10s experimentos a 72 horas resultaron efectivas (i.e. 10 y 20 
pg de CI). 
Tabla 2 B: Efecto de la CI sobre la Habituacion alargo Termino (HLT). 24hs 
entre sesiones. 
Sesion de 
Entrenamiento 
Dosis 
Experiment0 Grupo de Cl 
(pg) 
CT-AG 0 
1 TR-AG 0 
CT-CI I 0  
TR-CI 10 
CT-AG 0 
2 TR-AG 0 
CT-CI 20 
TR-CI 20 
CT-AG 0 
3 TR-AG 0 
CT-CI 20 
TR-CI 20 
CT-AG 0 
4 TR-AG 0 
CT-CI 20 
TR-CI 20 
Ensayos de la 
Sesion de 
Entrenamiento 
separados por 
171 segundos 
0 
15 
0 
15 
0 
15 
0 
15 
0 
30 
0 
30 
0 
5 
0 
5 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
(horas). 
24 
- 
- 
- 
- 
24 
- 
- 
- 
- 
24 
- 
 
- 
- 
24 
- 
- 
- 
- 
Ensayos de la 
Sesion de 
Evaluacion 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
I 
- 
- 
- 
No se encontro efecto sobre la retencion en 10s grupos tratados con CI 
(Fig. 5a y Fig.5b). El test de Duncan muestra diferencias significativas entre 
10s grupos tratados con CI y entre 10s tratados con agua, pero no entre 10s 
controles ni entre los entrenados. 
T L i q q  
de entrenamiento 
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Figura 5: Efecto de la cidoheximida (CI), administsacla antes del entrenamiento, sobre la 
habituaubn a lacgo t6rmino a 24 horas de la sesi6n de entnenamiento (15 ensagos separados por 
171 seg.) a) Grupos-CI inyectados con lOpg/cangrejo.(n=45); b) 20pg de CI/cangrejo (n=45). 
Los &bolos son como en la Figura 4. 
Antes de discutir si estos resultados apoyan la conclusion de que el efecto 
amnesic0 depende aqui tambien del interval0 entre sesiones, es necesario 
probar distintas intensidades de entrenamiento. En efecto, en otros modelos se 
ha informado sobre la interaccion de cantidad de entrenamiento e interval0 
entre sesiones, sobre el efecto amnesic0 de CI (Flood et. al., 1972;Ungerer & 
Chapoutier, 1975) 
Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos adicionales con una 
dosis de 20 pg y entrenamientos de 30 y 5 ensayos (Tabla 2 B, Exps. 3 y 4). 
Los resultados de la evaluacion en el experiment0 con 30 ensayos (Fig. 
6a) y con el 5 ensayos (Fig. 6b) son similares a 10s obtenidos anteriormente 
con 15 ensayos (Fig. 5b). 
30 ensayos 
de entrenamiento 
inyeccitm pre- 
5 ensayos 
de entrenamiento 24hs 
Figura 6: Efecto de la 20pg de CI/cangrejo, administrada antes del entrenamiento, sobre la habituacibn a 
largo t4rmino a 24 horas de la sesi6n de entrenamiento (30 o 5 ensayos separados por 171 seg.) a) Los 
giupos entrenados (TR-AG y TR-CI) tuvieron 30 ensayos separados por 17lseg durante la sesi6n de 
entrenamiento ( ~ 3 5 ) ;  b) 5 ensayos separados por l7lseg durante la sesi6n de entrenamiento (nz40). Los 
simbolos son como en la Figura 4. 
Cabe observar que la diferencia obtenida entre grupos AG luego de un 
entrenamiento tan debil como 5 ensayos es francamente excepcional en 10s 
registros del Laboratorio (ver Capitulo 5). 
En resumen. A diferencia de lo ocurrido con la inyeccion 
preentrenamiento de CI y evaluacion del efecto a 72 horas, no se observa 
perdida de retencion (diferencia CT-TR) en cangrejos tratados de la misma 
manera, per0 evaluados a 24 hs., tanto con 15 ensayos de entrenamiento y 
dosis de 10 o 20 yg, como entrenados con 5 o 30 ensayos y dosis de 20 
yg. Estos resultados parecen apuntalar la conclusion de que el efecto 
amnesico de CI sobre la habituacion a largo termino, solo se expresa a 
intervalos entre sesiones mayores de 24 horas. En otros terminos, el efecto 
amnesico de CI seria gradual, apareciendo entre 24 y 72 horas, y 
aumentando con intervalos mayores (Flood et al., 1972). 
C )  120 hs de intervalo entre sesiones (Tabla 2 C). La hipotesis 
anteriormente mencionada, segh la cual la amnesia inducida por CI se 
desarrolla gradualmente conforme a la extension en el intervalo entre 
sesiones, fue postulada en trabajos con ratas que incluian intervalos de 24 
horas o una, dos o tres semanas (Flood et. all 1972; Squire & Barondes, 
1972). Sin embargo, en nuestro caso solo hemos probado hasta ahora solo 
2 intervalos, asi que no puede excluirse que la falla en la retencion 
observada a 72hs sea el pico maximo del efecto, es decir, que la amnesia 
inducida desaparezca con intervalos mayores. Por ello, se realizo un 
experiment0 con 30 ensayos de entrenamiento, separados por 171 seg., una 
inyeccion preentrenamiento de 20 yg de CI, y un intervalo entre sesiones de 
120 horas (Tabla 2C, Exp. 1) Se uso 120 hs porque implica el mismo salto 
(48 hs) que entre 24 y 72 horas. 
Durante el intervalo entre sesiones, 10s animales permanecian como 
es usual en sus recipientes individuales, per0 se realizaba un cambio de 
agua a 10s 3 dias. 
Tabla 2 C: Efecto de la CI sobre la Habituacion alargo Termino (HLT). 120hs 
entre sesiones. 
TR-AG 
CT-CI 
El resultado que se muestra en la Fig. 7 fue similar al obtenido para el 
interval0 de 72 hs con la misma dosis (Fig4), i.e. diferencia CT-TR para AG y 
Sesion de 
Evaluacion 
Ensayos de la 
Sesion de 
Eval uacion 
I 
- 
- 
- 
no diferencia para CI, sugiriendo que se mantiene el efecto amnesic0 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
(horas). 
120 
- 
- 
- 
- 
1 
Dosis 
de CI 
(pg) 
0 
0 
20 
20 
descripto para las 72 horas. Cabe destacar que este fue el primer 
Sesi6n de 
Entrenamiento 
Ensayos de la 
Sesion de 
Entrenamiento 
separados por 
1 71 segundos 
0 
30 
0 
30 
experiment0 en que se demostro la persistencia de la retencion despues de 
5 dias (un resultado confirmado posteriormente; ver Capitulo 6). 
# I 
Figura 7: Efecto de la 20pg de CI/cangrejo, administrada antes del entrenamiento, sobre la habituacicin a largo 
Grmino a 120 horas de la sesi6n de entrenamiento (30 ensapos separados por 171 seg., n=35).Los simbolos son 
como en la Figura 4. 
3.2.3 Efecto de la CI administrada antes del entrenamiento sobre la 
memoria de contexto (Tabla 2 Dl. 
Un trabajo previo del laboratorio indica que 10s cangrejos parecen 
memorizar el ambiente en donde son entrenados, cuando se lo evalua a 
24hs (Tomsic et. al., 1993). En efecto, cuando se exponen 10s cangrejos a 
10s actometros, sin la presentacion de la pantalla pasante, exhiben luego, 
durante la evaluation, un nivel de escape al estimulo de peligro menor que 
el que muestran 10s cangrejos pre-expuestos a un contexto claramente 
diferente. El proposito de 10s proximos experimentos fue investigar el efecto 
de la CI administrada antes del entrenamiento sobre esa memoria 
contextual. 
El disetio experimental se bas0 en el protocolo general para 
experimentos sobre memoria contextual (Tabla 1, B). En un experimento, el 
interval0 entre sesiones fue de 24 horas y en otro de 72 (Tabla 2D1 Exps 1 y 
2); ambos con una dosis de 20 pg de CI. Se formaron 10s 4 grupos 
identificados como DIF-AG, IG-AG, DIF-CI y IG-CI. 
Tabla 2 D: Efecto de la CI sc 
IG-AG 
DIF-CI 20 
Experiment0 
IG-AG 
DIF-CI 
IG-CI 
Gwpo 
IG-CI 
DIF-AG 
Dosis 
de CI 
20 
0 
Sesion de 
Evaluacion 
Ensayos de la 
Sesion de 
Evaluacion 
separados por 
1 7 I segundos . 
En actometro 
2 
- 
- 
bre la Memoria de Contexto 
Sesion de 
' Entrenamiento 
Sesion de 
Entrenamiento 
2 horas de 
Permanencia 
en el contexto 
Asignado 
Cilindro 
Actometro 
Cilindro 
Actometro 
Cilindro 
Actometro 
Cilindro 
Actometro 
- 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
(horas). 
24 
- 
- 
- 
72 
- 
- 
- 
La Fig.8 exhibe el analisis de 10s resultados obtenidos durante la 
evaluacion, uno a 24 (Fig.8a) y el otro a 72 hs (Fig. 8b). En ambos 
experimentos, 10s grupos AG muestran la esperada diferencia DIF-IG, 
mientras que no hay disparidad significativa entre 10s grupos CI, sugiriendo 
asi un deterioro de la memoria contextual por efecto de la droga dada antes 
del entrenamiento. 
2hs en el contexto 24hs 
asignado 
ri I 000 
250 
O DIF 
Figura 8: Efecto de 2 0 ~  de CI/cangrejo, adminis& antes del entrenamiento, sobre la Memoria de 
Contexto a 24 y 72 horas de la sesi6n de entrenamiento. a) Evaluaciin a 24 horn (n=40); b) a 72 horas 
(n=45). Las batras celestes representan los grupos inyectados con agua antes del entrenamiento 
(grupos-AG); las barras grises rayadas xepresentan 10s grupos inpectados con cidohexhida dghlpos-CI). 
Ordenadas: media de3 valor acumulativo de 10s dos ensayos de la respuesta de escape por grupo. 
Abscisas: DIF, un gmpo que permanece en 10s cilindros durante el Entrenamiento y son evaluados con 
2 ensayos en 10s actbetros (DIF-AG, DIF-CI); IG, un p p o  entrenado y evaluados en 10s 
actbmetros (IG-AG, IG-CI). Test de Duncan: * para p< 0.05 y ** para p< 0.01, en comparaciones 
entre grupos-AG o enee gmpos-CI. 
Una explication alternativa basada en un efecto sensibilizador de la droga 
no se ajusta con 10s resultados, ya que no surgen diferencias entre 10s grupos 
controles (DIF-AG y DIF-CI). Por otro lado, no puede adjudicarse la falta de 
diferencias a un efecto techo del equipo, ya que en el mismo equipo per0 con 
otro tip0 de estimulos (e.g. choques electricos) se obtienen registros 3 o 4 
veces mas altos que 10s actuales. 
Si se considera estos resultados junto con 10s obtenidos en 10s experimentos 
sobre habituacion (32.1) ambos con inyecciones dadas antes del 
entrenamiento, el efecto amnesico de la CI sobre la MCTX y la HLT parece 
tener diferentes constantes de tiempo. Mientras que la disnrpcion de la MCTX 
surge a las 24 hs despues de la CI, la HLT se ve afectada solo a las 72 o 120 
hs, esto es, la retencion del estimulo habituante seria posible sin una memoria 
del ambiente al que el animal fue preexpuesto. 
Estos resultados no se compadecen con 10s obtenidos previamente en el 
Laboratorio (Tomsic et. al., 1993), indicatives de que la HLT es context0 
especifica, esto es, la retencion de la respuesta habituada depende de la 
memoria de las claves contextuales. Sin embargo, antes de profundizar la 
discusion sobre esta aparente contradiction, es conveniente precisar si el 
efecto de CI, dado antes del entrenamiento, sobre la memoria contextual a las 
24 hs., puede atribuirse a un fenomeno de dependencia de estado. 
3.2.4 Evaluaci6n de la dependencia de estado como responsable del 
efecto amnesico observado de CI sobre la memoria contextual (Tabla 2 
a- 
Conforme a lo discutido en el punto anterior, es necesario estudiar si 10s 
resultados de la droga sobre memoria contextual, se deben a un fenomeno 
de dependencia de estado (Gibbs & Ng, 1977; Nakajima, 1974; Patterson et. 
al., 1989). Por este motivo, en el protocolo experimental, identico al del 
punto 3.2.3, la droga (20 pg) se administro tanto 30 min. antes del 
entrenamiento como 30 min. antes de la evaluacion. Se formaron entonces 
10s grupos: IG- AG.AG, IG-CI.CI, DIF-AG.AG y DIF-CI.CI. 
Tabla 2E: Efecto de la CI sobre la Memoria de Contexto. . Evaluacion de la 
dependencia de estado 
~nyeccion? p r e - ,  inyeccibn 1, pre- 
Sesion de Sesi6n de 
Los resultados (Fig. 9) fueron similares a 10s obtenidos cuando se administro 
la droga una sola vez antes del entrenamiento. El test de Duncan mostro que 
no hay diferencias significativas entre IG-CI.CI y DIF-CI.CI y 10s grupos 
controles DIF-AG.AG y DIF-CI.CI. Por ello, el deterioro en la memoria de 
contexto observado por la administracion de CI antes del entrenamiento parece 
ser verdadera amnesia, y no una respuesta debida a dependencia de estado, 
ya que la memoria no se reinstala al igualar las condiciones de tratamiento con 
la droga antes del entrenamiento y la evaluacion. 
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0 
0 
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Figura 9: Efecto de 20% deCI/canpjo, administrada antes del entrenamiento y antes de la evaluacicin, 
sobre la Memoria de Contexto a 24 horas de la sesicin de entrenamiento. Las barras celestes representan 
10s grupos inyectados con agua 30minutos antes del entrenamiento y 30 minutos antes de la evaluaci6n 
(gmpos-AG.AG); las barras grises rayadas representan 10s p p o s  inyectados con cicloheximida (grupos- 
CI-CI). Ordenadas: media del valor acumulativo de 10s dos ensayos de la respuesta de escape por grupo. 
Abscisas: DIF, un grupo que permanece en 10s cilindros durante el en.tcenamknto y son evaluados con 2 
ensayos en 10s actcimetros (DIF-AG.AG, DIFCI-CI); IG, un grupo entcenado y evaluados en 10s 
act6metros (IG-AG-AG, IG-CI.CI). Test de Duncan: * convenucin para p< 0.05 entre grupos-AG.AG o 
entre grupos-CI.CI.. 
3.2.5 Efecto a las 24 horas de la CI administrada inmediatamente despues 
del entrenamiento, sobre la habituacion a l a r ~ o  tennino v sobre la 
memoria de contexto(Tab1a 3, A y B). 
La conclusion de que el efecto amnesic0 de CI (dado antes del 
entrenamiento), ocurre tanto para la HLT como para la MCTX aunque con 
diferentes constantes de tiempo, implica aceptar que para un interval0 entre 
sesiones de 24 horas, puede haber HLT sin memoria contextual (punto 
3.2.3). Como ya lo advertimos, esta conclusion esta abiertamente en 
contradiccion con otros resultados del Laboratorio que indican que la 
habituacion es contexto-especifica (Tomsic, 1993). Sin embargo, puede 
adelantarse una hipotesis superadora. Concretamente, podria ser que la 
retencion mnesica exhibida por 10s grupos CI (medida por la diferencia CT- 
TR) fuese solo aparente. No se deberia a una persistencia de la HLT pese a 
la droga, sino a un efecto depresor tansitorio, product0 de la interaccion 
entre un estado interno inducido por CI y la estimulacion repetida durante el 
entrenamiento. Si esta postulacion fuese corrects, la CI inyectada 
inmediatamente despues del entrenamiento mostraria un efecto amnesic0 
a 24 hs, ya que no se produciria la interaccion referida. Por ello, 10s 
siguientes dos experimentos fueron realizados con la CI administrada 
despues del entrenamiento. 
El protocolo de un experiment0 fue similar al usado anteriormente para 
experimentos sobre HLT (Tabla 1, A), mientras que el del otro fue similar al 
de experimentos sobre memoria contextual (Tabla 1, B), aunque en ambos 
la dosis de CI fue de20 ug, la inyeccion fue dada inmediatamente despues 
del llltimo ensayo del entrenamiento o del fin de las 2 horas de exposicion al 
contexto. 
Tabla 3: Programa de experimentos del punto 3.2.4 del Capitulo 3. Efecto de 
la cicloheximida (CI) administrada post- entrenamiento. 
Tabla 3 A: Efecto de la CI sobre la Habituacion a largo Termino (HLT). 24hs 
entre sesiones. 
Sesion de Sesion de ' 
entrenamiento evaluacion 
Ensayos de la Interval0 entre Ensayos 
Dosis Sesion de Sesiones de la 
Experiment0 Grupo de CI Entrenamiento (horas). Sesion de 
(pg) separados por Evaluacion 
17lsegundos 
CT-AG 0 0 24 
- 
1 
1 TR-AG 0 15 - - 
CT-CI 20 0 - - 
TR-CI 20 15 - - 
Tabla 3 B: Efecto de la CI sobre la memoria de contexto (MCTX). 24hs entre 
sesiones. 
Dosis 
Experiment0 Grupo de CI 
I G-AG 
DIF-CI 
IG-CI 
Sesion de 
Entrenamiento 
Sesion de 
Entrenamiento Interval0 
2 horas de Entre 
Permanencia en Sesiones 
el context0 (horas). 
Asianado I 
Cilindro I 24 
Actometro 
Cilindro 
Actometro 
Sesion de 
Evaluacion 
Ensayos de la 
Sesion de 
Evaluacion 
separados por 
17lsegundos. 
En actometro 
La Fig.lOa muestra 10s resultados de la evaluacion del experimento 
de la HLT. El test de Duncan realizado sobre estos datos, revel6 una 
diferencia significativa entre 10s grupos AG pero no entre 10s CI ni entre 10s 
controles, indicando que la droga tiene efecto amnesico a las 24 horas si se 
administra postentrenamiento. Por su parte, la Fig.lOb muestra 10s 
resultados correspondientes al experimento de memoria de contexto, 
revelando un deterioro en la retencion, ya que no surgen diferencias 
significativas entre 10s grupos tratados con CI ni entre 10s controles. 
Por lo tanto, cuando CI es administrada postentrenamiento se obtiene 
amnesia tanto de la HLT como de la memoria contextual. Estos resultados 
constituyen una indicacion favorable a la hipotesis de que la exhibicion de 
una diferencia CT-TR en 10s grupos CI, despues de 24 horas de una 
inyeccion preentrenamiento, no representa una retencion sin0 el product0 
de la interaccion entre droga y entrenamiento. 
1 5 ensaY0s 24 hs 1 
de entrenamiento 
*&x1 post- 
I 1500 1 -I- 
asig nado 
Figura 10: Efecto de la 20pg de CI/cangrejo, adrninistrada despds del entrenamiento, sobre la 
habituaci6n a largo termino y la memoria del contexto a 24 horas de la sesi6n de entrenamiento. 
a)Experimento de Habituacibn a largo tkrmino (n=35).Los simbolos son como en la Figura 4. 
b)Experimento de Memoria de contexto (n=35).Los simbolos son como en la Figura 8. 
3.2.6 Ventana temporal para el efecto amnesic0 de CI sobre la HLT (TablatC) 
Con el proposit0 de encontrar la ventana de tiempo del efecto de CI, 2 
experimentos mas de HLT fueron realizados con la administration de 20 pg de Cl 2 
y 6 horas despues del entrenamiento. 
Tabla 3C: Programa del experiment0 del punto 3.2.5 del Capitulo 3. Efecto 
de la cicloheximida (CI) administrada postentrenamiento sobre la habituacion 
a largo Termino (HLT). Ventana temporal para el efecto de CI 
Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 11. Se observa que 
el efecto amnesico surge cuando la CI fue administrada 2 horas despues del 
entrenamiento (Fig.lla). En cambio cuando la droga se inyecto 6 horas 
despues del entrenamiento, la retencion no se vio afectada por la CI 
(Fig.1 I b). 
Asi, la administracion de estas dos inyecciones diferidas con respecto a 
la finalization del entrenamiento, nos permitio establecer una ventana 
temporal. El limite maximo antes del cual el inhibidor parece tener que ser 
administrado, esta entre las 2 y 6 horas despues del entrenamiento. 
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Sesion de 
evaluacion 
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Sesion de 
Evaluacion 
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- 
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1 
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TR-AG 
CT-CI 
TR-CI 
CT-AG 
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Figura 11: Efecto de la 20% de CI/cangrejo, admttllstrada despds del entrenarniento, sobre la 
habituaci6n a largo t6rmino y la memoria del context0 a 24 horas de la Sesi6n de entxenamiento. 
a)Experimento de Habituaci6n a largo tkrmino (n=4Q); inyeccibn 2 2s despuhs del entrenamiento. Los 
simbolos son como en la F@ 4. b) Experhento de Habituaci6n a largo tkrmino (11x40); inyecci6n 
6 hs despds del entrenamiento. Los simbolos son como en la Figura 4. 
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4. DISCUSION 
Una ljnica inyeccion de 10-20 pg de CI administrada antes o despues 
del entrenamiento, induce un cambio comportamental que no puede ser 
explicado en otros terminos que no Sean 10s de un efecto amnesic0 de la 
droga. Primero, no se encontraron diferencias significativas entre 10s 
controles en ninguno de 10s experimentos realizados, por lo cual la falta de 
retencion no es atribuible a un efecto incremental inespecifico sobre la 
respuesta. Segundo, 10s cangrejos amnesicos exhiben un aumento en el 
nivel de respuesta, por lo tanto, el efecto de CI no es atribuible a una 
asociacion entre el malestar inducido por la droga y la situacion experimental 
(Nakajima, 1974). Tercero, 10s animales inyectados con CI antes del 
entrenamiento, no muestran alteracion en la actividad exploratoria 
espontanea ni la reactividad, descartandose asi una explicacion en terminos 
de efectos sobre el nivel de motivacidn (Montarolo et. .al., 1986). Cuarto, el 
deterioro en la memoria se observa cuando la droga es administrada 2 per0 
no 6 hs despues del entrenamiento, un resultado dificilmente compatible con 
cualquier explicacion que atribuya el deficit en la retencion a una secuela 
inespecifica de la inyeccion de CI. Por hltimo, la exclusion de la dependencia 
de estado en el aprendizaje como argumentacion alternativa, apoya la 
hipotesis de que el efecto amnesico implica una falla en la forrnacion de la 
memoria per0 no un deficit en la habilidad de recuperar inforrnacion. 
Junto con 10s efectos amnesicos, la CI produce una inhibition de la 
sintesis de proteinas que desaparece 24 hs despues de la inyeccion. El 
limite maximo de la ventana de tiempo durante la cual la administracion del 
inhibidor exhibe efecto amnesico, esta entre las 2 y 6 hs despues del 
entrenamiento. 
A esta altura del analisis de 10s resultados, debemos discutir lo 
que parece ser una exception a las conclusiones anteriores. Concretamente, 
24 horas despubs de la administracion preentrenamiento de CI, se exhibe 
amnesia de context0 per0 no de HLT. Esta disparidad con lo observado 
despues de 72 horas, podria ser explicada por la hipotesis del efecto gradual 
(Flood et. al., 1972), per0 ofrecemos aqui una explicacion altemativa. El 
aparente fracas0 de CI preentrenamiento en inducir amnesia administrada a 
24 horas, podria deberse a un efecto depresor inespecifico sobre la 
respuesta de escape. Tal efecto depresor, resultaria de la interaccion, 
durante el entrenamiento, entre el efecto estresante provocado por la 
estimulacion iterativa y el estado intemo inducido por la CI. A favor de ello, 
esta el hecho que se observa retention a 24 horas, cuando el antibiotico es 
administrado inmediatamente despues del entrenamiento, esto es, en 
ausencia de la interaccion entre el entrenamiento y el estado interno 
inducido por la droga. Resultados similares se obtuvieron en experimentos 
con Chasmagnathus en donde se induce amnesia por la administracion de 
etanol (Saraco & Maldonado, 1995). 
En suma, la amnesia del contexto implica inevitablemente 
amnesia en la habituation a largo termino, un resultado consistente con la 
contexto especificidad informada para el modelo (Tomsic et. al. ,1993). 
CAPITULO 4 
ESTUDIO COMPARATWO DEL EFECTO DE ACTINOMICINA-D 
CON EL DE CICLOHEXTMIDA SOBRE LA h?XBITUACION A 
LARGO TERMINO YLA MEMORL4 CONTEXTUAL. 
La demostracion de que el almacenaje mnesico requiere sintesis de novo 
de proteinas, representa un hallazgo pivotal en la caracterizacion a nivel 
molecular de la memoria a largo termino (Alkon et.al., 1987; Anokhin & Rose, 
1991 ; Bailey et. al., 1992; Campeau et. al., 1991 ;Montarolo et. al., 1986). El 
deterioro de la retencion debido a la administracion de CI, analizado para 
Chasmannathus en el Capitulo 3, podria ser tomado como otro ejemplo de 
dicho requerimiento. Sin embargo, algunos investigadores advierten sobre la 
posibilidad de que la amnesia producida por la administracion de un antibiotic0 
pueda deberse a una accion no correlacionada con la inhibicion de la sintesis 
de proteinas, por ejemplo, el deterioro de la accion de la tiroxina hidroxilasa en 
vertebrados (Barraco et. al., 1981; Gold & Sternberg, 1978; Lundgren & 
Carr,1978). De ahi entonces que se plantee la necesidad de evidencias 
adicionales para aceptar, sin ambiguedades que el efecto amnesico provocado 
por una droga sea atribuido a la inhibicion de la sintesis de proteinas. Una de 
esas evidencias, seria el hecho que drogas diferentes a la CI, tanto en 
estructura como en mecanismo de accion, tuviesen igualmente efecto 
amnesico e inhibidor sobre la sintesis de proteinas (Booth, 1973). 
Consecuentemente, el proposito principal de este Capitulo es realizar 
experimentos paralelos con CI y un inhibidor total de la sintesis de ARN, la 
Actinomicina-D (AD), y comparar sus efectos amnesicos sobre la HLT y la 
memoria contextual del cangrejo. 
2. METODOS 
2.1 DiseAo experimental 
A lo largo de este Capitulo se llevaron a cab0 dos tipos de experimentos: uno 
orientado a evaluar comparativamente el efecto de CI y ACT sobre la HLT, y el 
otro, evaluar la accion de las drogas sobre la MCTX. 
2.1 .I Experimentos sobre habituacidn a largo termino (Tabla 4, A). 
El protocolo general para cada uno de estos experimentos incluia 4 
grupos de igual nlimero de animales (n= 30-40). Dos grupos eran inyectados 
con agua (grupos AG) y otros con la droga [actinomicina-D (grupos AD) o 
cicloheximida (grupos CI)]. A su vez, un grupo de cada par era entrenado 
(grupo entrenados, TR) mientras que el otro permanecia durante toda la sesion 
de entrenamiento en 10s actometros per0 sin recibir la estimulacion de la 
pantalla (grupo control, CT). Por lo tanto, 10s grupos eran: CT-AG, TR-AG,CT- 
AD y TR-AD en 10s experimentos que se evallla el efecto de la actinomicina-D; 
mientras que en 10s experimentos en 10s que se evallia la accion de la 
cicloheximida, 10s grupos eran: CT-AG, TR-AG CT-CI y TR-CI. En la sesion de 
entrenamiento 10s grupos TR recibian 15 ensayos con un intervalo entre 
ensayos de 171 seg. El intervalo entre sesiones era de 24 horas. La sesion de 
evaluacion consistia en un ensayo. 
Tabla4: Protocolo general correspondiente a Experimentos del Capitulo 4 
Tabla 4 A: Experimentos de Habituacion a Largo Termino. 
8 lnyeccion pre- 4 lnyecciim post- 
Grupos 
Grupo 
Entrenado 
(TR) 
Grupo 
Control 
(CT) 
Sesion de 
Evaluaci6n 
Fase [ Fase de 
contextual i estimulacih 
15minutos i 1 ensayo 
, 
, 
, 
1 5minutos i I ensayo 
4 
Sesion de 
Entrenamiento 
Fase i Fase de 
contextual : estimulacion 
i 15 ensayos. 
15minutos [ Separados 
i porl71 
segundos 
I 
60minutos i ------ 
1 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
24 horas 
- 
24 horas 
2.1.2 Experimentos sobre memoria del contexto (Tabla 4, B). 
El protocolo general para estos experimentos incluia 4 grupos de igual 
nljmero de animales (n= 30-40). Dos grupos eran inyectados con agua (grupos 
AG) mientras que 10s otros dos eran inyectados con la droga [actinomicina-D 
(grupos AD) o cicloheximida (grupos CI)]. A su vez, un grupo de cada par 
permanecia dos horas en 10s actometros usuales durante la sesion de 
"entrenamiento" (grupo de igual contexto, IG), mientras que el otro permanecia 
las dos horas en recipientes cilindricos de pl6stico transparente con el fondo 
cubierto por una capa de arena h6meda (cilindros), ubicados en cajas poco 
iluminadas, es decir, en un contexto de claves visuales y tactiles muy diferentes 
a 10s actometros (grupo de diferente contexto, DIF). Los grupos resultantes 
eran: DIF-AG, IG-AG, DIF-CI e IG-CI, cuando la droga era CI; o DIF-AG, IG- 
AG, DIF-AD e IG-AD, cuando la droga es AD. 
El intervalo entre sesiones, era de 24 horas. La sesion de evaluacion consistia 
de dos ensayos con un intervalo de 171 seg., dados en 10s actometros usuales 
del equipo. Por lo tanto, grupos DIF-AG, DIF-AD y DIF-CI, en contraste con lo 
que ocurria en 10s grupos IG-AG, IG-AD e IG-CI, transcurrian el entrenamiento 
en un contexto diferente a aquel de la evaluacion . 
Tabla 4 B: Experimentos de Memoria de Contexto 
8 Inyecdbn pre- 4 Inyemionpost- 
Grupos 
Gru po 
Entrenado 
(IG) 
Gru po 
Control 
(DIF) 
Sesion de Evaluacion 
Fase i Fase de 
contextual i Estimulacih 
- -- [ 2 ensayos 
15 minutos. i separados por 
; 171 segundos. 
i En act6metro 
i 2 ensayos 
15 minutos. ; separados por 
i 171 segundos. 
; En actcimetro 
Sesi6n de 
Entrenamiento 
Fase contextual 
2 horas 
de permanencia. 
En el actometro. 
2 horas 
de permanencia. 
En el cilindro. 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
24 horas. 
24 horas. 
2.2 Inveccion 
El agua destilada 6 la soluci6n de AD o de CI, se administraban a traves 
de la membrana c6falotoracica-abdominal. En 10s experimentos en 10s que la 
administracion se hacia antes del entrenamiento (preentrenamiento), la 
inyeccion se daba 15 minutos antes del comienzo de la sesion. En 10s que la 
administracion era despues del entrenamiento (postentrenamiento), la 
inyeccion se hacia inmediatamente despues de la finalization de la sesion. La 
actinomicina-D y la cicloheximida fue adquirida en SIGMA Co. 
2.3 Analisis de datos v evaluacion del efecto amnesic0 
El metodo de analisis utilizado en este Capitulo fue similar al utilizado en 
el anterior. Se considero, que habia efecto amnesico debido a un tratamiento 
cuando aplicando un test de Duncan sobre 10s datos de la sesion de 
evaluacion, no surgian diferencias significativas entre 10s grupos tratados 
con la AD (CT-AD vs. TR-AD o DIF-AD vs. IG-AD) 6 CI (CT-CI vs. TR-CI o 
DIF-CI vs. IG-CI). De no haber efecto inespecifico de la droga no se 
esperaban diferencias entre 10s grupos controles ( CT-AG vs. CT-AD 6 CT- 
AG vs. CT-CI) de cada experimento. 
2.4 Metodo biocluimico 
Para determinar el efecto secundario que representa el grado de 
inhibicibn de sintesis de proteinas en 10s ganglios cerebral y toracico, por la 
administracion de AD, se utilizo una mezcla de aminoacidos marcados con c ' ~ .  
Se eligio el tiempo de 1 hora de exposicion a la AD (de acuerdo con el tiempo 
que dura el entrenamiento de 15 ensayos separados por 171 seg). Se comparo 
la radioactividad especifica relativa en 10s animales tratados con la droga 
contra 10s controles inyectados con agua, calculandose asi el porcentaje de 
inhibition para cada grupo. 
El protocolo experimental utilizado fue el siguiente: Los cangrejos eran 
inyectados con AG 6 AD en dosis de 0.62pg por animal. Una o veintitres horas 
despues, se les administraba con una mezcla de aminoacidos marcados [2 
pCilcangrejo, CI4 (U)] de Dupont-NEN (Boston, Masachusset) en 50pl de agua 
destilada. Los animales eran ubicados en recipientes individuales con el fondo 
cubierto con un papel de filtro durante una hora, se 10s sacrificaba, e 
inmediatamente se les removian 10s ganglios. 
Los ganglios de un mismo grupo (8 ganglios, correspondientes a 4 
cangrejos) se trataban en forrna conjunta, de manera que cada grupo era 
representado por una muestra. 
lnmediatamente luego de la extraction, 10s ganglios eran sumergidos en 
nitrogen0 liquido, homogeneizadas en 0.5 ml de cloroformo:metanol (3:2) frio 
en un homogeneizador manual de widrio, y el material suspendido transferido a 
tubos de centrifuga. El homogeneizador se enjuagaba con 0.5 ml de la misma 
solution, la que se agregaba al homogenato. Los tubos se centrifugaban a 
5000rpm durante 10 minutos. El precipitado se enjuagaba con Iml de 
cloroformo: metanokagua (1 : 16: 16) y se centrifugaba nuevamente a 5000 rpm 
durante 10 minutos; el sobrenadante se descartaba y el precipitado se 
resuspendia en 200 yl cloroformo: metano1:agua (1 : 16: 16) con un vortex, 
tomandose una muestra de 10pl para la determinacion de proteinas usando 
una version modificada del metodo de Bradford (Boccaccio, Quesada-Allue, 
1989; Bradford,1976). Se agregaba tricloroac6tico al 10% frio a la suspension 
y, se filtraba a traves de papel de filtro de vidrio GF/C (whatman) empleando 
una bomba de vacio. El filtro se secaba bajo una lampara infrarroja, se 
transferian a viales de 3 ml de centelleo con liquido de centelleo de tolueno, y 
se contaba. Los papeles de filtro de la base de 10s recipientes tambien eran 
contados en viales de 20 ml. 
Los porcentajes de inhibicion se calculaban comparando la 
radioactividad especifica relativa en 10s animales tratados con la droga, contra 
10s controles inyectados con agua. 
3. RESULTADOS 
3.1 Resultados de 10s ex~erimentos sobre inhibicion de la incorporacion 
de aminoacidos marcados. 
Una hora despues de la administracion de AD, la incorporacion de 
precursores en proteinas se vio disminuido en un 59.7%. No se observ6 
inhibicion 24 horas despues de la administracion del antibiotico. Los valores de 
marca en 10s papeles de filtro de 10s recipientes contenedores, fueron similares 
al blanco, lo que sugiere que no hub0 excrecion del material radiactivo durante 
la hora de espera entre su administracion y el sacrificio. 
3.2 Resultados de ex~erimentos comportamentales. 
3.2.1 Malestar y mortandad luego de la administracion de diferentes dosis 
de actinomicina-D (AD). 
Cuando se les administraba a 10s cangrejos dosis de loJ M de CI (20pgl 
animal) no se presentaban efectos inespecificos. Una molaridad similar de AD 
(62.75 pg/ animal) no mostro tampoco efectos inespecificos inmediatos, per0 si 
una mortalidad de 98% a 24 horas despues de la administracion de la droga. 
El nljmero de muertes mermo a medida que se fue disminuyendo la dosis, no 
apareciendo efecto letal con 0.62 pg (Fig.12). Los animales que sobrevivian a 
dosis mayores, mostraron frecuentemente, perdida de apendices locomotores, 
fenomeno conocido como autotomia (Fredericq, 1883) como asi tambien una 
disminucion en la reactividad ante el pasaje de la pantalla. 
1 5 ensayos 1 24 hs I 
de entrenamiento 
Figura 12: Porcentaje de mortandad producido por diferentes dosis de AD. Ordenadas: 
mortandad(expresada como porcentaje del total de animales tratados) . Abscisas: dosis 
de actinomicina-D (pg/animal) . 
3.2.2 La administracion de la AD antes del entrenamiento no afecta la 
habituacion a corto termino (HCT). 
Realizamos un experiment0 enfocado a evaluar el efecto de la AD sobre 
la respuesta de escape. Constaba de dos grupos, uno tratado con AG y el otro 
con 0.62 pg de AD. Luego de la inyeccion, se sometia a 10s animales a una 
sesion de entrenamiento de 15 ensayos separados por 171 seg. 
La Fig.13 muestra 10s resultados obtenidos durante 10s 15 ensayos de 
la sesion. La gran similitud de la respuesta entre grupos es manifiesta, 
sugiriendo asi que la administracion de AD no afecta la HCT ante un estimulo 
de peligro. 
Una ANOVA de 2x15 de medidas repetidas realizada sobre estos datos 
mostro un efecto significative de 10s ensayos F(14,1092)=26.5 p< 0.05, per0 no 
surgieron diferencias ni entre 10s grupos ni interaccion [F(l, 78)=3.5 y F(14, 
1092)= 0.68, respectivamente]. 
FIGURA13: Efecto de la AD sobre la 
HCT (n=31): Los cuadrados a r n d o s  
representan 10s valores de la respuesta de 
animales tratados con agua(AG). 
Tdhgulos azules representan 10s valores 
de respuesta de animales tratados con 
actinomicina-D (AD). Medici6n de la 
HCT. Abscisas: ensayos. Ordenadas: valor 
de la respuesta de escape 
0 3 6 9 1 2 1 5  
ENSAYO 
De acuerdo con esto, y con lo mostrado en el capitulo anterior con CI, podemos 
concluir que ambos antibioticos no afectan la HCT. Estos resultados coinciden 
con 10s obtenidos recurrentemente en otros experimentos con distintas 
especies animales (Barraco & Stettner, 1976, Bennett et. al, 1975;Gibbs & Ng, 
1977). 
3.2.3 Efecto a las 24 horas de la AD y de la CI administrada 
inmediatamente despues del entrenamiento, sobre la habituacion a largo 
termino y la memoria contextual (Tabla 5). 
El proposito de 10s siguientes cuatro experimentos fue comparar el 
efecto de AD (0.62 pg/cangrejo) con el de CI (20 pglanimal), ambas 
administradas inmediatamente despues de finalizada la sesion de 
entrenamiento, sobre la HLT y la MCTX. Elegimos comenzar con las 
inyecciones postentrenamiento, dado que, con uno de 10s inhibidores (CI) 
conociamos su efecto amnesico sobre ambos procesos mnesicos. 
A)Efecto sobre la HLT (Tabla 5 A). Se us6 el protocolo general para 
experimentos de habituacion (Tabla 4 A), eligiendose la dosis de AD que no 
habia mostrado mortandad (3.2.1), y la dosis de CI que result0 efectiva en 
experimentos anteriores. Conforme a dicho protocolo, se formaron en cada 
experimento 10s cuatro grupos usuales: CT-AG, TR-AG, CT-AD y TR-AD para 
el de actinomicina-D (Ex 1); y, CT-AG, TR-AG, CT-CI y TR-CI para el de 
cicloheximida (Ex 2). Despues de 24 horas de intervalo, todos eran sometidos a 
la sesion de evaluacion de 1 ensayo. 
Tabla 5: Programa de experimentos del punto 3.2.3 del Capitulo 4. Efecto de la 
actinomicina-D (AD) y de la cicloheximida (CI) administrada postentrenamiento. 
Tabla 5 A :Efecto de la AD y de la CI sobre la Habituacion a largo Termino 
(HLT) 
Un test de Duncan realizado sobre 10s datos de la sesion de evaluacion 
1 
2 
(EX 1 ,Figl4a), mostro, conforme a las predicciones, diferencias significativas 
Experiment0 
entre 10s grupos AG, pero no entre 10s grupos AD ni entre 10s grupos controlbs. 
CT-AG 
TR-AG 
CT-AD 
TR-AD 
CT-AG 
TR-AG 
CT-CI 
,TR-CI 
Por otro Iado, el analisis de 10s datos del experimento de CI (E)(2, kgldb), 
Sesion de 
evaluacion 
Ensayos 
de la 
Sesion de 
Evaluacion 
Grupo 
Sesion de 
entrenamiento 
concuerda nuevamente con las predicciones, es decir, surgierdri diferencias 
Dosis 
de AD 
6 CI 
Ensayos de la 
Sesion de 
Entrenamiento 
separados por 
(PS) 
0 
0 
0.62 
0.62 
0 
0 
20 
, 20 
significativas entre 10s grupos AG, pero no entre 10s grupos CI. 
Interval0 
Entre 
Sesiones 
Estos resultados indican que ambas drogas administradas despues del 
1 71 segundos 
0 
15 
0 
15 
0 
15 
0 
, 15 
entrenamiento, tienen un efecto amnesico sobre la HLT. 
(horas). 
24 
- 
- 
- 
- 
24 
- 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
41 
de entrenamiento 
ixqmcib post- 20pglcangrejo 
de entrenamiento 
F IGURA 14 Efecto de la actinomicina-D (AD) y de la cidoheximida (CI), administrada despuis del 
entrenamiento, sobre la habituation a largo termino a 24 horas de la Sesibn de entrenamiento (15 ensayos 
separados por 171 seg. a) Grupos-AD inpectados con 0.62pg/cangrejo.(n=30); b) 20pg de CIlcangrejo 
(n=35). Las barras celeste representan 10s grupos inyectados con agua antes del entrenamiento (grupos- 
AG); las barras ghes rayadas con rojo representan los p p o s  ingectados con actinomicina-D (gupos-AD). 
las banas gnses rayadas con azul representan 10s grupos inyectados con cidoheximida (grupos-CI 
Ordenadas: media del valor de la respuesta de escape por grupo. Abscisas: CT, un grupo control (CT-AG, 
CT-AD,CT-CI); TR, un grupo entrenado (TR-AG, TR-AD, TR-CI). Test de Duncan: * convenubn para 
p< 0.05 y *" para p< 0.01, en comparaaones entre ppos-AG, entre grupos-AD, o entre grupos-CI. 
B)Efecto sobre la MCTX (Tabla 5 B). Se utilizo el protocolo general para 
experimentos de memoria de contexto (Tabla 5 B), eligiendose la dosis de AD y 
de CI que result0 efectiva en experimentos anteriores. Se formaron 10s cuatro 
grupos usuales para cada experimento: DIF-AG, IG-AG, DIF-AD y IG-AD para 
el de actinomicina-D (Ex 1); y, DIF-AG, IG-AG, DIF-CI y IG-CI para el de 
cicloheximida (Ex 2). Despues de 24 horas de intervalo, todos eran sometidos a 
la sesion de evaluacion de 2 ensayos. 
Dosis 
Experiment0 Grupo de AD 
o CI 
(PS) gDIF-AD 0.62 
IG-AD 0.62 
DIF-AG 0 
IG-AG 
DtF-CI 1 IG-ci 15  
~bre la Memoria de Contexto (MCTX) 
Sesi6n de Sesion de 
Entrenamiento Evaluacion 
Sesion de Ensayos de la 
Entrenamiento Interval0 Sesion de 
2 horas de Entre Evaluacion 
permanencia en Sesiones separados por 
el context0 (horas). 1 71 segundos . 
asignado En actometro 
Cilindro 24 
- 
2 
Actometro - - 
Cilindro - - 
Actometro - - 
Cilindro 24 
- 
2 
Actometro - - 
Cilindro - - 
Actometro - - 
Un test de Duncan realizado sobre 10s datos de la sesion de evaluacion 
(EX 1, Fig1 Sa), revelo, conforme a las predicciones, una diferencia 
significativas entre 10s grupos AG, per0 no entre 10s grupos AD ni entre los 
grupos controles. Por otro lado, 10s resultados del experimento de CI (EX2, 
Fig15b), concuerda nuevamente con las predicciones, es decir, se hallaron 
diferencias significativas entre 10s grupos AG, per0 no entre 10s grupos CI. La 
ausencia de diferencias entre 10s grupos tratados con 10s antibioticos en cada 
experiment~ sugiere que en ambos casos se produce un efecto amnesic~ 
inducido por la administracion de la droga. 
iap"c& post- 
- 
a !  
1000 1 
inyecutkt post- 1500 1 
2 hs en el contexto 24hs 
asig nado 
DIF 
FIGURA 15: Efecto de la AD y de la CI administrada desp&s del entrenamiento, sobre la Memoria de 
Contexto a 24 horas de la Sesiin de entrenamiento. a) Gmpos-AD inyectados con 
0.62pg/cangrejo.(n=40); b) M)pg de C I / c a n ~ j o  (21~33). LAS barras celestes representan 10s gfupos 
inyectadus con agua antes del enttenamiento (grupos-AG); las barras grises rayadas con a d  representan 
10s p p o s  ingectados con cidoheximida @mpos-CI);las barras grises rayadas con rojo qresentm 10s 
gmpos inyectados con actinomicina-D (grupos-AD). O*. media del valor acumulativo de 10s dos 
ensayos de la respuesta de escape por gnrpo. Absusas: DIF, un gnrpo que permanee en 10s d l i n h s  
durante el ~ntrenamiento y son evaluados con 2 ensayos en 10s actbetros PIP-AG, DIF-AD, DIF- 
CI); IG, un p p o  entrenado y evaluados en 10s actbmetros (IG-AG, IG-AD, I G - 0 .  Test de Duncan: * 
convenci6n para p< 0.05 y ** para p< 0.01, en comparaciones entre gnrpos-AG , p p s - A D  o entre 
ppos-CI. 
Cabe destacar que, coincidentemente con lo obtenido en el Capitulo 
anterior, las drogas muestran un efecto disruptor sobre ambos procesos 
mnesicos cuando son administradas despues del entrenamiento. 
Experimentos previos con la CI, mostraron un resultado inesperado: se 
obtenia un efecto amnesico de la droga sobre el context0 per0 no sobre la HLT 
cuando se la administrada antes del entrenamiento y se evaluaban 10s grupos 
a 24 horas. El objetivo de 10s experimentos siguientes fue analizar si se repetia 
este patron de resultados cuando la droga utilizada era la AD. 
3.2.4 Efecto a las 24 horas de la AD y de la CI administradas antes del 
entrenamiento, sobre la habituacion a largo tennino y la memoria 
contextual (Tabla 6) 
A)Efecto sobre la HLT (Tabla 6 A). Con el objetivo de estudiar el efecto 
de ambas drogas sobre el proceso de HLT, cuando son administradas antes 
del entrenamiento, se realizaron 10s dos experimentos siguientes. El disetio 
experimental (Tabla4 A) fue similar a 10s anteriores, salvo que en este caso, las 
inyecciones se daban antes de que comience la sesion de entrenamiento. 
Conforme a dicho protocolo se formaron en cada experiment0 10s cuatro 
grupos usuales: CT-AG, TR-AG, CT-AD y TR-AD para el de actinomicina-D 
(Ex 1); y, CT-AG, TR-AG, CT-CI y TR-CI para el de cicloheximida (Ex 2). 
Despues de 24 horas de intervalo, todos eran sometidos a la sesion de 
evaluation de 1 ensayo. 
Tabla 6: Programa de experimentos del punto 4.4 del Capitulo 4. Efecto de la 
actinomicina-D (AD) y de la cicloheximida (CI) administrada preentrenamiento. 
Tabla 6 A: Efecto de la AD y de la CI sobre la Habituacion a largo Termino 
(H LT). 
Sesion de Sesion de 
entrenamiento evaluation 
Ensayos de la Ensayos 
Dosis Sesion de Interval0 entre de la 
Experiment0 Grupo de AD Entrenarniento Sesiones Sesion de 
o CI separados por (horas). Evaluation 
(pg) 171 segundos 
P P  --
CT-AG 0 0 24 
- 
1 
1 TR-AG 0 15 - - 
CT-AD 0.62 0 - - 
TR-AD 0.62 15 - - 
CT-AG 0 0 24 
- 
1 
2 TR-AG 0 15 - - 
CT-CI 20 0 - - 
TR-CI 20 15 - - 
Los resultados de la sesidn de evaluacion se muestran en la Fig.16. 
El test de Duncan muestra diferencias significativas tanto entre 10s 
grupos AG como entre 10s tratados con AD, per0 no entre 10s grupos controles, 
en el primer experiment0 (EX1,Fig. 16a). Surgieron tambien diferencias 
significativas entre 10s AG y entre 10s grupos CI, per0 no entre 10s controles, en 
el segundo (EX2, Fig. 16b). Asi, la administracion de AD y de CI antes del 
entrenamiento parece no provocar una disminucion en la retencion de la HLT. 
15 ensayos 
de entrenamiento 
Figura 16: Efecto de la actinomicina-D (AD) y de la cicloheximida (CI), administrada antes del 
entrenamiento, sobre la habituacibn a l a r p  largomino a 24 horas de la sesi6n de entrenamiento (15 
ensayos separados por 171 seg.) a) Grupos-AD inyectados con 0.62pg/cangrejo.(n=31); b) 20pg de 
CI/cangrejo (n=32). Los simbolos son como en la Fig. 14 
B) Efecto sobre la MCTX (Tabla 6B). Se us6 el protocolo general para 
experimentos de memoria de context0 (Tabla 4 B), eligiendose las dosis 
iguales a las utilizadas en 10s experimentos de HLT. Los grupos para cada 
experiment0 eran: DIF-AG, IG-AG, DIF-AD y IG-AD para el de actinomicina-D 
(Ex I); y, DIF-AG, IG-AG, DIF-CI y IG-CI para el de cicloheximida (Ex 2). 
Despues de 24 horas de intervalo, todos eran sometidos a la sesion de 
evaluacion de 2 ensayos. 
Tabla 6B:Efecto de la AD y a CI sobre la Memoria de Contexto (MCTX) 
I G-AG 
DIF-AD 
Experiment0 
Sesion de 
Evaluation 
Ensayos de la 
Sesion de 
Entrenamiento 
Grupo 
lntervalo 
Entre 
Sesiones 
(horas). 
I 
Dosis 
de AD 
6 CI 
(pg) 
0 
0 
0.62 
~ e s i o n  de 
Evaluacion 
Separados por 
I 7 1 segundos . 
En actometro 
2 
- 
I Sesion de 
Entrenamiento 
2 horas de 
permanencia en 
el contexto 
asignado 
Cilindro 
Actometro 
Cilindro 
Un test de Duncan realizado sobre 10s datos de la sesion de evaluacion 
2 
(EX , Fig17a), revelo, conforme a las predicciones, una diferencia significativas 
entre 10s grupos AG, per0 no entre 10s grupos AD ni entre 10s grupos controles. 
IG- AD 
DIF-AG 
IG-AG 
DIF-CI 
IG-CI 
Por otro lado, el analisis de 10s resultados del experimento de CI (EX2, 
Fig17b), concuerda nuevamente con las predicciones, es decir, se 
0.62 
0 
0 
20 
20 
manifestaron diferencias significativas entre 10s grupos AG, pero no entre 10s 
grupos CI. La ausencia de diferencias entre 10s grupos tratados con 10s 
Actometro 
Cilindro 
Adometro 
Cilindro 
Actometro 
antibioticos en cada experimento sugiere que, en ambos casos, se produce un 
efecto amnesic0 inducido por la administracion de la droga. 
- 
24 
- 
- 
- 
- 
Tomados en conjunto, estos resultados indican que 0.62 lI$lpor animal 
- 
2 
- 
- 
- 
de AD y de 20 pg Ipor animal de CI parecen impedir la formacion de la memoria 
de contexto a 24 horas, per0 fallan en producir un deficit en la retencidn de la 
respuesta habituada. 
asig nado 
0.62 pglcangrejo k-7 
asig nado 
20 pglcangrejo 
T 
1 _I 
O DIF IG 
FIGURA 17: Efecto de la AD y de la CI administrada despuks del entrenamiento, 
sobre la Memoria de Contexto a 24 horas de la sesi6n de entrenamiento. a )  Grupos- 
AD inyectados con 0.62pg/cangrejo.(n=30); b)Grupos-CI inyectados con 20pg de 
CIlcangrejo (n=35). Las simbolos son como en la Fig.15. 
4. DISCUSION 
La administracion de CI y AD despues del entrenamiento, muestra un 
efecto decremental tanto sobre la HLT como sobre la memoria de contexto, a 
24 horas. Los argumentos apoyando la hipotesis de que el efecto decremental 
de AD representa una caso de amnesia, son similares a 10s ya dados en el 
Capitulo 3 en relacion a la CI. Por otro lado, no se observa un cambio en la 
reactividad cuando se administran 10s antibioticos antes del entrenamiento, 
resultado que contradice la posible accion de 10s antibioticos sobre el nivel de 
motivacion (Montarolo et,al., 1986). 
Al igual que para CI, cuando se administra AD antes del entrenamiento, 
se exhibe a las 24 horas amnesia de contexto pero no de HLT. Por el contrario, 
cuando se inyecta AD despues el entrenamiento, se revela amnesia en ambos 
tipos de memoria. Esta disparidad podria ser explicada en 10s terminos de la 
hipotesis del Capitulo 3. Es decir, el aparente fracas0 de AD inyectada antes 
del entrenamiento en inducir amnesia a 24 horas, se deberia a un efecto 
depresor, inespecifico y transitorio, sobre la respuesta de escape. Tal efecto 
depresor, resultaria de la interaction, durante el entrenamiento, entre el efecto 
estresante provocado por la estimulacion iterativa y el estado interno inducido 
por la AD. Dos lineas de evidencias apoyan esta hipotesis. Primero, 10s 
animales muestran una disrupcion de la HLT y memoria contextual cuando son 
evaluadas a 72 horas, despuks de un entrenamiento precedido por la 
administracion de CI, un resultado que concuerda con el caracter transitorio del 
efecto depresor. En segundo lugar, la administracion de cualquiera de 10s 
antibioticos y etanol (Saraco & Maldonado, 1996) inmediatamente despues del 
entrenamiento, impide la formacion de ambas memorias a 24 horas, un 
resultado acorde con el hecho de que no hay efecto depresor de la respuesta 
de escape, ya que, el estado interno inducido por la droga no coexiste con el 
entrenamiento. 
La dosis minima efectiva para inducir amnesia con AD, a las 24 horas, 
es de 0.62 pglanimal (0.04 pglg). Esta es una dosis notablemente baja, ya que 
considerando que la hemolinfa representa aproximadamente el 30% del peso 
(Glesson, Subkoff, 1977), la administracion sistemica lleva la droga a una 
concentracion final de 10'~ M. Esta dosis es equivalente a las dosis que son 
efectivas en vertebrados, solo cuando se las administra intracranealmente o en 
estudios in vitro. La falta de una barrera endotelial sumado a que la hemolinfa 
es distribuida por un sistema capilar extendido en varias areas del cerebro 
(Abbot, 1970; Abbot, 1992), pueden explicar el bajo umbra1 para la accion de la 
droga. 
Debe destacarse que la inhibicion en la sintesis de proteinas producida a 
la hora por 0.62 pg de AD, es de 59.7%, contra un 92% obtenida por 20 pg de 
CI. El nivel obtenido con AD es el valor limite minimo necesario para obtener 
un efecto amnesico por la administracion del antibiotic0 ( Davis & Squire, 
1 984). 
Aparte de su efecto amnesico, la AD y la CI solo tienen en comun el 
efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas. La CI actua directamente sobre 
la traduccion mientras que la AD lo hace en forma indirecta, bloqueando la 
transcription de RNA total. Por esto, 10s resultados obtenidos sostienen la 
hipotesis de que la memoria a largo termino en Chasmaanathus depende de la 
sintesis de novo de proteinas. 
CAPITULO 5 
EFECTO DE LA DISTmBUCION TEMPORAL DE LOS 
ENSAYOS DE ENTRENAMIENTO SOBRE LA hUBITUACION A 
LARGO TERMINO. 
Diferentes experimentos con diferentes especies animales, han 
demostrado lo que parece ser una propiedad universal en la formacion de la 
memoria, es decir, que el entrenamiento espaciado produce una memoria mas 
robusta y mas persistente que el entrenamiento masivo (Carew et. al., 1972; 
Frost et. al., 1985, Hintzmanl1974). Ultimamente hay un interes renovado en 
este aspect0 del aprendizaje, centrado en analizar el hecho que en forrnas 
multi-fasicas de memoria, se ha demostrado que fases separables son 
afectadas diferencialmente por diversas distribuciones temporales del 
entrenamiento. Por ejemplo, la memoria consolidada de la evitacion olfatoria en 
Drosophila, consiste en dos componentes de memoria funcionalmente 
independientes: una memoria resistente a la anestesia (ARM) y una memoria a 
largo termino (LTM). La ARM declina dentro de 10s cuatro dias y puede ser 
obtenida tanto por entrenamiento espaciado como masivo, mientras la LTM es 
inducida Qnicamente por el entrenamiento espaciado, ya sea junto con o en 
ausencia de ARM (Tully et. al., 1994). En el condicionamiento olfatorio del 
reflejo de extension de la probocis, en abeja, la estabilidad de la memoria a 
largo termino depende en forma no monotonica del intervalo entre ensayos 
(Gerber et. al., 1998). Ratones CREBaB-mutantes presentan deficiencia en la 
memoria a largo termino en diversos paradigmas (condicionamiento contextual 
de miedo, laberinto acuatico de Morris, y reconocimiento social), per0 si se 
extiende el intervalo entre ensayos durante el entrenamiento, se logra eliminar 
el deficit (Kogan et. all 1996). 
Se ha demostrado que la administracion sistemica de diversos agentes 
facilitatorios de la HLT en Chasmannathus, como activadores de la PKA o 
angiotensinas (Romano et. all 1996; Delorenzi, Pedreira, Romano, Pirola, 
Garcia, Nahamod & Maldonado, 1996), impactan principalmente en la fase 
inicial de la evaluacion (= primer ensayo) con un efecto menos pronunciado en 
la fase posterior. Estos resultados sugieren la posibilidad de que dos 
componentes de memoria esten involucrados en la HLT, es decir, un 
componente que se expresa principalmente en la primera fase (primer ensayo 
de evaluacion), y un segundo componente que lo hace en la ultima fase 
(bloque de 2 al 6 ensayo= reentrenamiento). Por lo tanto, el proposito del 
presente capitulo sera no solo explorar la relacion entre distribucion temporal 
de 10s ensayos de entrenamiento y el nivel de retencion de HLT, sino tambien, 
determinar si diferentes distribuciones temporales se expresan en diferentes 
fases de la evaluacion. Finalmente, se intentara establecer hasta que punto la 
HLT depende de la concordancia entre las frecuencias de estimulacion de 
ambas sesiones, dado que resultados previos han sugerido la presencia del 
componente de timing en la memoria de Chasmaanathus (Lozada, 1993). 
2. METODOS 
2.1 DiseRo experimental 
Conforme al esquema basico, sostenido a lo largo de esta Tesis, cada 
experimento incluia un grupo control (CT) que permanecia en el actometro 
durante la primera sesion sin ser estimulado, y otro grupo entrenado (TR). 
Todos 10s animales eran sometidos a una sesion de preentrenamiento, que 
consistia en dos ensayos con un intervalo de 9 seg. Los animales eran 
asignados a cada grupo teniendo en cuenta su nivel de respuesta en el 
preentrenamiento, de tal mod0 que resultaba una misma linea base de 
reactividad para cada grupo del mismo experimento. Aparte del 
preentrenamiento, otras dos fases estaban presentes en el entrenamiento 
(Tabla 7): la fase contextual en la cual 10s sujetos permanecian en el 
actometro sin recibir estimulaci6n alguna, y la fase de estimulacion en la cual 
10s animales entrenados eran confrontados con la pantalla pasante. Durante la 
fase de estimulacion cada grupo recibia un nQmero fijo de ensayos, 
separados por un intervalo entre ensayos (IEE) de 0, 9, 27, 45, 81, 135 o 171 
seg., de tal mod0 que el tiempo empleado para esta fase variaba de acuerdo al 
interval0 utilizado para la estimulacion. La fase contextual, entre 
preentrenamiento y fase de estimulacion, se agregaba para asegurar que el 
tiempo total de permanencia en el actometro durante el entrenamiento era igual 
a la de su grupo control correspondiente. El grupo control no tenia fase de 
estimulacion, por lo tanto, luego del preentrenamiento, el resto de la sesion de 
entrenamiento estaba solo ocupada por la fase contextual. 
La sesion de evaluacion era la misma para todos 10s grupos, y 
consistia en una fase contextual de 15 min., seguida por una fase de 
estimulacion de 6 ensayos con una frecuencia igual o no a la utilizada 
anteriormente, segun el experimento. Cada experimento constaba de 20 
animales. 
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Tabla7 Protocolo general correspondiente 10s experimento del Capitulo 5 
2 ensayos 
(IEE=9seg.) 
Sesion de entrenamiento 
X min. 
Sesih de evatuacion 
Grupo entrenado TR I 
Fase de Fase Fase de Fase Fase de 
preentrenamie contextual estimulacion Contextual Estimulacih 
5,10,15,30, 
60,120 0300 
ensayos 
15 min. Fase inicia1:ensayol 
Fase de reentre 
namiento: ensayos 2-6 
2 ensayos 
(I EE=9seg.) 
X min. Grupo Control CT 
15 min. Fase inicial: ensayo 1 
Fase de reentre 
namiento: ensayos 2-6 
L I 
Nota: El Interval0 entre Sesiones es de 24 horas 
El nivel de respuesta del grupo control en el primer ensayo de la sesion 
de evaluacion era a veces, diferente al obtenido en el primer ensayo del 
preentrenamiento. Sin embargo, estas diferencias nunca llegaban a ser 
significativas, y no se observaban tendencias consistentes de aumento o 
disminucion de la respuesta a traves de 10s experimentos. 
2.2 Analisis de datos 
En experimentos preliminares del Laboratorio, con un entrenamiento de 
15 o 30 ensayos y un IEE de 171 seg., se encontro, sin excepcion, en la sesion 
de evaluacion a 24 horas, conforme al protocolo de la Tabla 7, una diferencia 
significativa (w.05) entre CT y TR (n= 20 o mas animales). Este tipo de 
protocolo experimental es considerado un protocolo de entrenamiento fuerte, 
contrastando con el de 10 ensayos o menos, que muy excepcionalmente 
producian habituacion. De acuerdo con esto, las predicciones setialan 
diferencias significativas durante la evaluacibn entre CT-TR, except0 cuando la 
memoria resulta perjudicada por un tratamiento que introduzca algun cambio 
en las condiciones parametricas del protocolo fuerte. Por lo tanto, 10s 
resultados de la evaluacion de este estudio fueron analizados mediante 
comparaciones planeadas, medias-pesadas por analisis de varianza (ANOVAs) 
con a=.05 (Howell, 1987; Rosenthal & Rosnow, 1985) entre el grupo control y 
cada grupo entrenado. 
Con respecto al analisis de 10s resultados de la evaluacion, se tuvo en 
cuenta una distincion entre el primer ensayo y el bloque de 10s cinco ensayos 
restantes (fase de reentrenamiento). Este distingo parece pertinente, ya que 
los niveles de respuesta en el reentrenamiento, a diferencia de lo que ocurre en 
el primer ensayo, parecen influenciados por el efecto recordatorio del primer 
ensayo (Campbell & Jaynes, 1966) y por la congruencia entre el espaciamiento 
de las dos sesiones. Ademas, la mayoria de 10s experimentos sobre HLT 
muestran que el nivel de respuesta de escape en el primer ensayo de 
evaluacibn parecen mas sensibles que el del reentrenamiento a cambios en la 
cantidad de entrenamiento (Tomsic et all 1993), asi como a 10s agentes 
amnesicos o hipermnesicos (Pedreira, Dimant, Quesada-Allue & Maldonado, 
1995; Pedreira, Dimant & Maldonado, 1996; Romano et. al. 1 996a; Romano et. 
al., 1996b; Saraco & Maldonad0~1995). De acuerdo con esto, las 
comparaciones en 10s resultados de la evaluacion fueron hechas en forma 
separada para cada fase, esto es , para el primer ensayo y para 10s cinco 
siguientes (reentrenamiento). 
3. RESULTADOS 
3.1. Efecto de la variacion en el nrimero de ensavos de entrenamiento 
sobre ambas fases de la evaluacion, manteniendo constante el interval0 
entre ensavos (IEE=l71 sea.) 
El IEE de 171 seg. fue utilizado en forma extensiva en nuestro 
laboratorio (Lozada et. al., 1990; Pedreira et. al., 1995). El prop6sito de la 
presente Seccibn fue evaluar el efecto de diferentes nrjmeros de ensayos en el 
entrenamiento con IEE=171 seg., sobre el nivel de respuesta en ambas fases. 
Se realizaron cuatro experimentos distintos con animales provenientes de 
diferentes capturas (Tabla 8). Cada experiment0 incluyo un grupo control CT y 
un grupo entrenado TR que recibia 30, 15, 10, 5 ensayos en la sesion de 
entrenamiento, con un IEE de 171 seg. en ambas sesiones. A cada grupo 
control se lo design6 como CT-171 y a cada entrenado 171 -1 71. 
Tabla 8: Programa de experimentos correspondientes al punto 3.1. Efecto de 
la variacion del nrjmero de ensayos, manteniendo el IEE constante (171 seg.) 
Los resultados se presentan en la Fig.18. Un t-test sobre 10s datos de 30 
y 15 ensayos de entrenamiento (Fig. 18a y Fig. 18b) revelan diferencias 
significativas entre CT y TR, tanto para el primer ensayo [F(1,38)=9.0, pc.005, y 
F(1,38)=7.4, p<.01, respectivamente] como para la fase de reentrenamiento 
Sesion de Entrenamiento 
Numero de Interval0 Fase Fase de IEE(seg.) 
Grupo Ensayos de entre contextual estimulacion de 
entrenamiento ensayos (min.) (min.) evaluacian 
IEE (seg.) 
* I- 
$ 
2 
II 
3 
1 CT-171 - - 90 0 171 
171-171 30 171 0 90 171 
- - 2 CT-I71 - - 45 0 171 
171-171 15 171 0 45 171 
3 CT-171 - - 30 0 171 
171-171 10 171 0 30 171 
4 CT-171 - - 15 0 171 
171-171 5 171 0 15 171 
[F(1,38)=14.0, p<.OOl , y F(1,38)=12.5, p<.001, respectivamente]. En cambio, 
no se hallaron diferencias significativas en algunas de las fases de la 
evaluacibn tanto para 10 como para 5 ensayos de entrenamiento (Fig. 18c y 
Fig. 18d). 
Asi, centrando el analisis de datos en ambas la fases, primer ensayo y 
reentrenamiento, el resultado que se obtiene invariablemente en el laboratorio 
fue confirmado: la HLT se obtiene solo cuando se les da a 10s cangrejos 
entrenamientos de 15 o 30 ensayos, esto es, cuando se usa un protocolo 
fuerte. 
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Cabe destacar, que aparte del nljmero de ensayos de entrenamiento, 
otros parametros definen el protocolo, especificamente, el IEE, la congruencia 
entre el IEE del entrenamiento y el de evaluacion, y la duracion de la fase 
contextual y de estimulacion durante la sesi6n de entrenamiento para 10s 
grupos entrenados (ej. 15 min. y alrededor de 90 min., respectivamente, 
cuando se dan 30 ensayos). 
La siguiente serie de experimentos se orient0 a averiguar en que medida 
estos parametros influyen la HLT cuando el nllmero de ensayos de la sesion de 
entrenamiento se mantiene constante (30 ensayos). 
3.2 Efecto de la variacion de 10s intervalos entre ensavos (IEEIsobre 
ambas fases de la evaluacion, manteniendo constante el nlimero de 
ensavos. 
El proposito de 10s experimentos de esta Seccion fue evaluar si un IEE 
en el entrenamiento menor de 171 seg. (9, 27 o 81 seg.) era capaz de inducir 
HLT. Otro proposito fue analizar hasta que punto la congruencia entre el IEE de 
las dos sesiones era necesaria para asegurar la retencion. Cada experimento 
(Tabla 9) comprendia un grupo control y tres grupos entrenados a 10s que se 
les daban 30 ensayos en el entrenamiento, separados por 9, 27, o 81 seg. de 
IEE; evaluando 10s grupos con un IEE de 9 seg. (Experimento I) ,  27 seg. 
(Experimento 2) y 81 seg. (Experimento 3). La sesion de entrenamiento duraba 
para 10s cuatro grupos de cada experimento 45 min., y, como consecuencia de 
ello, la duracion de las fases contextuales y de estimulacion era diferente para 
cada grupo (Tabla 9). 
Tabla 9: Programa de experimentos correspondientes al punto de la primera 
serie de experimentos 3.2. Efecto de la variacion del IEE, manteniendo 
constante el nllmero de ensayos 
Los resultados se muestran en las Fig. 19a, 19b, y 19c. En cada panel 
de un experiment0 dado, la curva de respuesta del grupo control se muestra 
junto con la de cada grupo entrenado. Una inspection de la Fig.19 centrada en 
10s valores de 10s grupos control (CT-9, CT-27, y CT-81), sugiere que el patron 
para las distintas curvas es similar, a pesar de que se usaron tres distintos IEE. 
Este hallazgo no concuerda con la vision generalmente aceptada de que para 
IEE mas cortos la HCT es mas pronunciada (Thompson et. a1.,1973), aunque, 
ese efecto del IEE se hace evidente en Chasmaslnathus cuando el nivel de 
respuesta alcanza la asintota, es decir, generalmente despues del ensayo 7-8 
(Lozada, 1993). Cabe destacar, ademas, que el nivel de respuesta en el primer 
ensayo del preentrenamiento fue bastante similar para todos 10s grupos (datos 
no mostrados), lo que representa un resultado esperable ya que 10s animales 
de 10s tres experimentos provenian de la misma captura. 
La Fig. 19a (Experiment0 1) presenta las curvas de respuesta en la 
sesion de evaluacion correspondientes a 10s TRs, comparada con la de CT-9. 
Las comparaciones planeadas mostraron diferencias significativas en el primer 
ensayo solo para CT-9 vs. 27-9 y CT-9 vs. 81-9 [F(1,76)=4.5 y 4.8, 
respectivamente, p 5.051. No se hallaron diferencias significativas en ninguno 
SesiiKl de entrenamiento 
(45min.) 
Numero de I ntervalo Fase Fase de IEE(seg.) 
Grupo Ensayos de Entre Contextual Estimutacion de 
Entrenamiento Ensayos (min.) (min.) evaluation 
IEE (seg.) 
0 
I- 
z 
w 
5 
w 
a 
X .  
w 
CT-9 - - 45 0 9 
1 9-9 30 9 36 9 9 
27-9 30 27 27 18 9 
81 -9 30 81 0 45 9 
CT-27 - - 45 0 27 
2 9-27 30 9 36 9 27 
27-27 30 27 27 18 27 
81 -27 30 8 1 0 45 27 
CT-81 - - 45 0 8 1 
9-81 30 9 36 9 8 1 
3 27-81 30 27 27 18 81 
81 -81 30 8 1 0 45 81 
de 10s contrastes, cuando se compararon las fases de reentrenamiento. El 
analisis de 10s datos del experimento 2 (Fig. 19b) muestra resultados similares 
al anterior, esto es, diferencias significativas solo en el primer ensayo, 
comparaciones CT-27 vs. 27-27 y CT-27 vs. 81-27 [F(1,76)=5.6 p1.05 y 
F(1,76)= 6.8 ps.01, respectivamente]. Con respecto a la fase de 
reentrenamiento no se revelaron diferencias significativas en 10s contrastes 
entre CT-27 vs. 9-27 y CT-27 vs. 81-27, pero si para CT-27 vs. 27-27, aunque 
la diferencia cae en el limite de la significancia [F(1,76)=3.5, .06rp2.05]. En una 
replication de este experimento las diferencias alcanzaron claramente a ser 
significativas. Finalmente, el analisis de 10s datos evaluados con 81 seg. de IEE 
(Fig. 19c, Experiment0 3) demostraron diferencias significativas para CT-81 
vs. 27-8, como para CT-81 vs. 81-81 en el primer ensayo [F(1,76)=4.4 p1.05 y 
F(1,76)= 5.3 p1.025, respectivamente] y en el reentrenamiento de 81-81 
[F(1,76)= 4.8 ~5.051. 
En resumen, el IEE de 9 seg. falla en inducir HLT en ambas fases de 
evaluacion cuando 10s animales son entrenados y evaluados con la misma u 
otra frecuencia. Por el contrario, la IEE de 27- o de 81- seg. en el 
entrenamiento producen HLT en ambas fases de evaluacion cuando se utiliza 
la misma frecuencia en ambas sesiones, o en el primer ensayo cuando el IEE 
no es congruente. Se ha visto en otros experimentos del laboratorio que 
frecuencias apenas menores de 27 seg. (e.i. 18 seg.), fallan en producir HLT, lo 
que sugiere que 27 seg. seria un valor critico del espaciamiento entre ensayos. 
En otras palabras, no se observa HLT en la fase de reentrenamiento cuando el 
IEE del entrenamiento es distinto al de la evaluacion o cuando el interval0 
utilizado en el entrenamiento es menor de 27 seg. 
1 ENSAYO 6 1 ENSAYO 6 1 EN'SAYO 6 
Figura 19: Efecto de diferentes mtervalos entre ensayos, manteniendo constante el h e r o  de ensayos (30), 
sobre la HLT. Resultados de la evduacicin. a) Ekperimento 1, evaluacicin con 9 seg.; Panel izquierdo, 
entrenados con 9 seg. de IEE, panel medio, entrenados con 27 seg. de IEE, Panel derecho, entrenados con 
81 seg de IEE. b) Experimento 2 evaluad6n con 27 seg.; Panel izquierdo, entrenados con 9 seg. de LEE; 
panel medio, entrenados con 27 seg. de IEE, Panel derecho, entrenados con 81 seg de IEE.c) Experiment0 3, 
evaluacicin con 81 seg.; Panel izquierdo, entrenados con 9 seg. de IEE; panel medio, entxenados con 27 seg. 
de IEE; Panel derecho, entrenados con 81 seg de IEE.* p<.05, * * ~ . 0 2 5 .  Los simbolos son como en la 
Figura 18. Los resultados correspondientes a 10s grupos control (0 de cada experiment0 se muestrau en 
cada uno de 10s tres paneles. 
Por lo anteriormente expuesto, podia concluirse que un aumento en 
extension del IEE de entrenamiento induce un increment0 en la expresion de la 
HLT en la evaluacion, una conclusi6n que concuerda esencialmente con 
resultados obtenidos en distintos laboratorios y usando modelos bastantes 
disimiles (Carew et. al., 1972; Davis , 1970; File, 1973; Marlin & Miller, 1981). 
Sin embargo, podria argumentarse que 10s cangrejos entrenados con el IEE 
mas corto (9 seg.) no alcanzaron a adquirir la HLT debido simplemente a la 
mayor extension de la fase contextual del entrenamiento (36 min.) que precede 
la fase de estimulacion (Tabla 9), y no al hecho de que el IEE sea 
extremadamente corto. En otras palabras, seria atendible una explicacion en 
terminos de inhibicion latente. 
Para analizar esta explicacion alternativa, se realizo otro experimento 
con 10s siguientes cuatro grupos: CT-9, 9-9, (AD)CT-9 y (AD)9-9. Los dos 
primeros grupos recibieron el mismo tratamiento que en el experimento 1, 
mientras que el (AD)-CT-9 tiene solo 9 min. de fase contextual, y el (AD)9-9 
tiene solo 9 min. de fase de estimulacion (Tabla 10). 
Tabla 10: Programa del experimento alternativo correspondientes al punto 3.2. 
de experimentos. Evaluacion del posible efecto de inhibicion latente en 
10s grupos de IEE de 9 seg. 
Sesion de 
entrenamiento(45min.) 
Numero de Interval0 Fase Fase de IEE(seg.) 
Ensayos de Entre contextual estimutacion De 
entrenamiento Ensayos (min.) (min.) Evaluacion 
IEE (seg.) 
CT-9 - - 45 0 9 
La Fig. 20 presenta las curvas de respuesta de la sesion de evaluacion 
para cada grupo entrenado comparado con su control respectivo. Las 
comparaciones planeadas no revelaron diferencias significativas para ninglin 
contraste; esto es para CT-9 vs. 9-9 o (AD)CT-9 vs. (AD)9-9 o entre 10s 
controles. Asi, 10s cangrejos no alcanzaron a adquirir la HLT con 9 seg. de IEE 
en el entrenamiento, a pesar de que se elimino la preexposicion al context0 en 
10s animales entrenados. Cabe destacar que este resultado no es 
irreconciliable con el concept0 de que la HLT puede ser perjudicada por 
inhibicion latente, dado que este efecto se encuentra con 12 hs de 
preexpoosicion al actometro (Tomsic et. al., 1998). 
Figura 20: Evduacik de la inhibia6n latente para 10s grupos de 9 seg. de IEE. Panel izquierdo, evaluacibn 
del rendimiento de 10s grupos CT-9 y 9-9 (como 10s de la figura 20% panel izquierdo); panel derecho, 
evaluaci6n del rendhiento de 10s grupos (AD)CI'-9 (9 minutos de fase contextual en la sesicin de 
entrenamiento) y (AD)9-9 (9 mioutos de fase estimulacibn en la sesibn de entrenamiento). Los simbolos son 
como en la Figura 18. 
Los resultados de esta Seccion (Fig.19) muestran que 10s animales 
entrenados y evaluados con 81 o 27 seg. de IEE exhiben HLT en la fase de 
reentrenamiento, per0 no aquellos entrenados con 81 o 27 seg. y evaluados 
con un IEE diferente, lo que nos lleva a la posibilidad de que la HLT sea 
frecuencia-especifica, al menos en este rango de frecuencias. 
Los experimentos de la Seccion siguiente fueron orientados a 
reexaminar esta posibilidad, pero utilizando IEE mayores. 
3.3 Efecto de la inconaruencia entre el IEE de la sesion de entrenamiento 
y el de evaluacion. 
Para demostrar que la HLT es IEE-especifica, seria necesario probar 
que la retencion mostrada en la fase de reentrenamiento cuando las 
frecuencias son congruentes entre sesiones, desaparece si se produce un 
cambio importante en el valor de uno de 10s IEE, cualquiera sea la direccion de 
ese carnbio. 
Con este prop6sit0, lEEs de 135 y de 45 seg. fueron elegidos, 
manteniendose la relacion de tres veces utilizada en el caso anterior. Dos 
experimentos (Tabla 11) fueron llevados a cabo, cada uno con tres grupos: CT- 
45, 45-45 y 135-45 para el Experimento 1, y CT-I 35, 45-1 35 y 135-1 35 para el 
Experimento 2. La sesion de entrenamiento duro 72 min. para 10s 3 grupos de 
cada experimento, y, como consecuencia de ello, la duracion de la fase 
contextual y de estimulacion es diferente para cada grupo. Los cangrejos de 
cada experimento provenian de diferentes capturas. 
Tabla 11: Programa de experimentos correspondientes al punto 3.3. 
Evaluation del efecto de la incongruencia entre el IEE de entrenamiento y el de 
evaluacion 
Sesi6n de 
entrenamiento (72min.) 
Numero de lntenralo Fase Fase de IEE(seg .) 
Grupo Ensayos de Entre Contextual Estimulacion de 
entrenamiento Ensayos (min.) (min.) Evaluacion 
IEE (seg.) 
CT-45 - - 72 0 45 
0 I 45-45 30 45 45 27 45 
I- 
z 135-45 30 135 0 72 45 
W 
z 
z CT-135 - - 72 0 1 35 
~2 45-135 30 45 45 27 135 
a 
3 1 35-1 35 30 1 35 0 72 135 
Las comparaciones planeadas (Fig.21) mostraron diferencias 
significativas para ambas fases de la evaluacion en 10s casos en que coinciden 
las frecuencias entre sesiones: CT-45 vs. 45-45 [Fig. Zla, panel izquierdo, 
F(1,76)=6.2, p5.025, para el primer ensayo; F(1,76)=9.8, ps.005,para el 
reentrenamiento] y CT-135 vs. 135-1 35 [Fig. 21 b, panel izquierdo, 
F(1,76)=5.6, ~5.025, para el primer ensayo; F(1,76)=7.4 p1.01 ,para el 
reentrenamiento]. En cambio, cuando el IEE es diferente entre sesiones, la 
retencion aparece solo en el primer ensayo: CT-45 vs. 135-45 [Fig. 21a, panel 
derecho, F(1,76)=5.6, ~1.0251 y CT-135 vs 45-1 35 [Fig. 21b, panel derecho, 
F(1,76)=5.2, ~1.0251. Con el objetivo de comparar 10s grupos entrenados 
durante el reentrenamiento de cada experiment0 (ej., 45-45 vs.135-45, y 135- 
135 vs. 45-135), se realizaron separadamente dos 2x5 ANOVAs de medidas 
repetidas sobre 10s valores de 10s bloques de 5 ensayos (del 2 al 6). Este 
analisis revelo un efecto principal significativo entre 10s grupos [ Experimento 1, 
F(l, 38)=4.4, p2.05; Experimento 2 , F(1, 38)=8.8, p1.0051 y entre ensayos [ 
Experimento 1, F(4, 152)=2.8, p1.05; Experimento 2 , F(4, 152)=4.4, ~1.051 
per0 no se ha110 interaccion grupoxensayo. Una ANOVA de dos factores 
(entrenamiento y evaluacion) sobre 10s datos de 10s grupos entrenados: revelo 
en ambos experimentos que no hay efecto del factor entrenamiento, que si hay 
efecto del factor evaluacion [ F(1,76)=4.9, pj.051, y una interaccion significativa 
entre entrenamiento y evaluacion [ F(1,76)=11 .O, p5.0051. Asi, la comparaci6n 
cruzada de 10s experimentos revelo el efecto de la congruencia de lEEs entre 
sesiones, sobre la retencion en el reentrenamiento. 
El cambio de IEE entre entrenamiento y evaluacion parece perjudicar la 
retencion en la ljltima fase de la evaluacion, lo que sugiere que la HLT en el 
reentrenamiento puede ser frecuencia-especifica, al menos dentro del rango de 
Figura 21: Espeafiadad del espaciamiento entre ensayos en la fase de reentrenamiento. a) Evaluaci6n con 45 seg. 
b) Evaluaciitn con 135 seg. Los simbolos son como en la Figura 18. Los resdtados correspondientes a 10s grupo 
control (0 para cada experhento se muestran en 10s respectivos paneles. 
- a  4 - d  
" a -  
* - - -  
valores intermedios de IEE usados aqui (entre 27 y 135 seg.) y cuando la 
relacion entre lEEs se mantiene cerca de 3. Una explicacion alternativa en 
terrninos de diferencias en la fuerza de el reentrenamiento es poco probable, 
dado que el perjuicio sobre la retendon se da sin importar el sentido del 
cambio. 
3.4 Efecto de la variacion del numero de ensavos de entrenamiento con 
IEE breves. sobre ambas fases de la evaluacion. 
Durante 10s experimentos previos, el efecto de disminuir la extension del 
IEE durante el entrenamiento, sobre la HLT, se analizo manteniendo constante 
el numero de ensayos de entrenamiento (30 ensayos). Este analisis permitio 
concluir que si la frecuencia de entrenamiento es igual o mayor que 27 seg. , la 
HLT se expresa en ambas fases de la evaluacion, per0 si el IT1 se reduce a 9 
seg. el protocolo de entrenamiento falla en inducir HLT en ambas fases de la 
evaluacion. En este punto, una pregunta parece pertinente: jes posible 
compensar un IEE corto por el aumento del numero de ensayos durante el 
entrenamiento y asi obtener la HLT? 
Para contestar esta pregunta dos lineas experimentales distintas se 
llevaron adelante. 
El primer lugar se analizo si la HLT puede ser producida con un IT1 de 9 
seg. aumentando el nljmero de ensayos aplicados. El experiment0 incluye dos 
grupos: (60)9-9 y (60)CT-9 (Tabla 12). 
Tabla 12: Programa de experimentos correspondientes al punto 3.4. Efecto de 
la variacion del nljmero de ensayos con IEE de entrenamiento breves sobre la 
retencion. 
Sesion de entrenamiento 
(45min .) 
N~jmero de Interval0 Fase Fase de 
Grupo Ensayos de Entre Contextual estimulacion IEE(seg.) 
entrenamiento Ensayos (min.) (min.) de 
IEE (seg.) Evaluacion 
(60)CT-9 - 9 18 0 9 
(60)9-9 60 9 0 18 9 
- - 
- .  , , 
Los resultados se exhiben en la Fig. 22. Un t-test sobre la evaluacion no 
alcanzo a mostrar diferencias significativas entre 10s grupos en el primer 
ensayo, pero estos difirieron significativamente en la fase de 
reentrenamiento[F(l,38)(8.5, p2.0051. 
Figura 22: La HLT en la fase de reentrenamiento depende de la cantidad de entrenamiento. 
Rendimiento en la evaluacion luego de 60 ensayos de entrenamiento. IEE=9 seg., para ambas 
Sesiones. Los simbolos son como en la Figura 18 
Este resultado sugiere. que cualquier intento de producir HLT en el 
primer ensayo podria fallar si el entrenamiento se suministra en forma masiva, 
en otras palabras, la retencion en la fase inicial de la evaluacion requeriria 
necesariamente de un entrenamiento espaciado. Con el objetivo de evaluar 
dicha posibilidad, otra serie de cuatro experimentos se efectuaron usando un 
interval0 de 0 seg., es decir, un entrenamiento masivo. Cada experiment0 
incluy6 un grupo entrenado que recibio 30, 60, 120, 300 ensayos en la sesion 
de entrenamiento, con 0 seg. en ambas sesiones, y su respective grupo control 
con una evaluacion con 0 seg. de IEE. Los grupos resultantes fueronn: (30)CT- 
0 y (30)O-O en el Experimento 1; (60)CT-0 y (60)O-0 en el Experimento 2; 
(120)CT-0 y (120)O-0 en el Experimento 3; y (300)CT-0 y (300)O-0 en el 
Experimento 4 (Tabla 13). Los cangrejos de 10s diferentes experimentos 
provenian de diferentes capturas. 
Tabla 13: Programa de experimentos correspondientes al punto 3.4. Efecto de 
la variacion del nljmero de ensayos con IEE=Oseg. de entrenamiento sobre la 
retencion. 
Sesion de entrenamiento 
Fase Fase de 
Numero de Interval0 contextual estjmulaci~n IEE(seg.) 
Ensayos de Entre (min.) (min.) de 
entrenamiento Ensayos Evaluation 
IEE (seg.) 
I I (3O)CT-0 - - 4.5 0 0 
En la Fig. 23 se muestran 10s resultados correspondientes a la sesion de 
evaluacion. Como era de esperar, no se hallaron diferencias significativas (t- 
test p5.05) entre (30)CT-0 y (30)O-0 ya sea en el primer ensayo o en la fase de 
reentrenamiento (Fig. 23a). La HLT tampoco se produjo cuando el nljmero de 
ensayos del entrenamiento se duplic6 (Fig. 23b); sin embargo, cuando el 
entrenamiento se aumento en 4 o 10 veces, una diferencia significativa surgi6 
para CT vs. TR unicamente en la fase de reentrenamiento [F(38)=5.3, ~5.025. 
para (120)CT-0 vs. (120)O-0, Fig. 23c; F(38)=5.2, p1.025. para (300)CT-0 vs. 
(300)O-0, Fig. 23dl. 
Un entrenamiento de 300 ensayos de 0 seg. de IEE representa una 
estimulacion continua de 45 minutos durante la primera sesion (Tabla 13). Este 
intervalo de estimulacion es similar al correspondiente a 15 ensayos con un 
intervalo de 171 seg. (Tabla 8), per0 10s resultados fueron contrastantes: en un 
caso, se obtuvo una robusta retencion en ambas fases de la evaluacion (Fig. 
18b), mientras que en el otro, la HLT se expresa unicamente en la fase de 
reentrenamiento (Fig. 23d). 
Una conclusion general puede realizarse a partir de estos resultados: La 
HLT en diferentes fases de la evaluacion depende en forma critica del 
espaciamiento entre ensayos. El entrenamiento masivo produce HLT en la 
fase de reentrenamiento pero no en la inicial, a pesar que el numero de 
ensayos se haya aumentado un forrna dramatica; por el contrario, el 
entrenamiento espaciado produce una HLT en la fase inicial y en la de 
reentrenamiento cuando se administra un numero suficiente de ensayos. 
Figura 23: La HLT en el reentrenamiento depende de la cantidad de entrenamiento, IEE=Oseg. para ambas 
Sesiones. Rendimiento en la Evaluau6n. a) Ekperimento 1,30 ensayos de entrenamiento: (30)CT-O=contro1; 
(30)05= grupo entrenado; b) experimento 2, ensayos de entrenamiento: (6O)CT-O=contto1; (60)O-0= grupo 
entrenado; c) experimento 3,120 ensayos de entrenamiento: (120)CT-O=control; (120)O-0= grupo entrenado; 
d) experimento4, 300 ensayos de entrenamiento: (30O)CT-O=control; (300)O-0= grupo entrenado. Los 
simbolos son como 10s de la Figura 18. 
Un resultado saliente de este Capitulo esta dado por la relacion entre 
entrenamiento masivo o espaciado y la fuerza de la HLT en dos fases 
diferentes de la evaluacion. El entrenamiento masivo solo produce habituacion 
en la fase de reentrenarniento, esto es, no se obtienen diferencias CT-TR en la 
fase inicial, aunque que se aumente notablemente el nlimero de ensayos de 
entrenamiento. Por lo tanto, podria pensarse que nos hallamos ante dos tipos 
de memoria netamente diferentes: un memoria producida por el entrenamiento 
masivo que se expresa solo en la fase de reentrenamiento; y otra producida por 
el espaciado que se expresa en ambas fases: en el primer ensayo de 
evaluacion y en el reentrenamiento. 
Sin embargo, podria ofrecerse una explication alternativa. 
Concretamente, podria argumentarse que el entrenamiento masivo va 
acompafiado de un efecto secundario (una sensibilizacion) que pasara a ser 
una parte critica del contexto de habituacion. En el primer ensayo de la 
evaluacion, ese componente del contexto estaria ausente; per0 se reinstalaria 
durante el reentrenamiento, de tal manera que terminaria expresando la HLT 
por efecto del masivo. En otra palabras, el entrenamiento espaciado y el 
masivo compartirian un mismo mecanismo mnesico, per0 durante el masivo 
surgiria un componente secundario que al incluirse en el contexto modificaria 
10s requerimientos para la expresion mnesica durante la evaluacion. 
Para poder aceptar la hipotesis de las dos memorias seria necesario que 
experimentos comportamentales y farmacologicos, caractericen 
diferencialmente a la HLT obtenida por masivo de aquella que resulta del 
espaciado. 
Otro resultado notable de este Capitulo, en consonancia con lo 
previamente descripto por Lozada (1993), es que la HLT resulta perjudicada 
cuando se utilizan diferentes IEE por sesion. El cambio de IEE disminuye o 
suprime la retention en la fase de reentrenamiento, sin importar el sentido del 
cambio, tanto hacia intervalos mas breves o mas extensos (Seccion 3.3). Se ha 
demostrado que algunos animales pueden llevar "cuenta del tiempo", cuando 
la duracion de un evento les sirve como un estimulo discriminativo (Davis & 
Memmott, 1982; Meck & Church, 1983). Si aceptamos este planteo para nuestro 
modelo, 10s cangrejos serian capaces de registrar el tiempo, utilizandolo como 
parametro discriminatorio entre estimulos. Esta capacidad de responder en 
base a la informacion temporal encontrada en especies animales muy 
diferentes, seria aplicable tambien a nuestro modelo. Se trata de una aptitud 
que resulta valiosa desde el punto de vista adaptativo, ya que se correlaciona 
muy bien con el hecho de que 10s estimulos en el ambiente no se presentan en 
forma azarosa e independiente entre ellos. Por el contrario, muchos aspectos 
del ambiente involucran patrones temporalmente ordenados de estimulacion 
(Domjan & Burkhard, 1986). 
CAPITULO 6 
CAR~CTERTZAC~~N COMPARATWA DE LAS PROFIEDADES 
DE LA HLT ESPACUDO-DEPENDrENTE CON LAS DE LA HLT 
WIVO-DEPENDIENTE. 
De acuerdo a 10s resultados obtenidos en 10s Capitulos anteriores, toma 
cuerpo la hipotesis de que el proceso mnesico de Chasmaanathus, definido 
hasta ahora, comprehensivamente, como habituation a largo termino (HLT), 
encierra en realidad dos procesos diferentes y claramente distinguibles de 
memoria, aunque todavia 10s estemos denominando como componentes 
distintos del mismo proceso. En un caso, la HLT se produce solamente 
despues de un entrenamiento espaciado, i.e. 15 o 30 ensayos separados por 
27 o mas segundos, y se expresa luego de 24 horas tanto en el primer ensayo 
de evaluacion como en la fase de reentrenamiento. En el otro caso, la HLT se 
produce solamente despues de un entrenamiento masivo, i.e. al menos 300 
ensayos, sin interval0 entre ensayos, y se expresa luego de 24 horas 
exclusivamente en la fase de reentrenamiento. Dicho en otras palabras, el 
entrenamiento masivo, a diferencia del espaciado, es incapaz de producir 
retencidn de la respuesta habituada (retencidns diferencia CT-TR 
significativa) en el primer ensayo de evaluacion. 
Ademas de estos caracteres distintivos de cada componente, otro 
trabajos del Laboratorio o de Capitulos anteriores de esta Tesis, han 
demostrado propiedades peculiares de la espaciado-dependiente. 4 )  Desde el 
punto de vista comportamental : a) Tomsic et. al. (1993, 1998) revelaron que 
esta HLT no solo contexto-especifica sin0 que ademas, que se ve afectada por 
fenomenos como inhibicion latente y extincion, permitiendoles concluir que se 
trata de un proceso mediado por una asociacion entre el context0 y la seAal 
(estimulo fasico o de peligro). b) Los resultados del Capitulo 3 de la Tesis, 
demostraron que la retention de la HLT estaba presente luego de 5 dias. 2) 
Desde el punto de vista farrnacologico: a) Los trabajos de 10s Capitulos 3 y 4, 
avalaron la hipotesis de que la HLT espaciado-dependiente requiere de la 
sintesis de novo de proteinas. b) Los trabajos de Romano et. a1.(1996a, 1996b) 
seiialaron la participation en este proceso de la via de transduccion de seAales 
CAMP dependiente. c) Los resultados de Delorenzi et. al. (1 995, 1996, 1997) 
indicaron que neuropeptidos como-angiotensinas jugaban un papel facilitador 
en la formacion de la HLT espaciado-dependiente. 
Sin embargo, era indispensable un estudio sistematico dirigido a lograr 
una caracterizacion comparativa de 10s componentes de la HLT, ya que solo el 
conocimiento de la propiedades determinantes de cada uno de ellos, nos 
permitira decidir si se trata o no de dos mecanismos mnesicos diferentes. Tal 
ha sido el proposito del presente Capitulo. 
2. METODOS 
2.1 Diseiio experimental 
Todos 10s experimentos incluyeron una sesion de entrenamiento y una 
de evaluation separadas por intervalos de 24, 48, 120 horas. 
Sesi6n de entrenamiento: Cada experiment0 incluyd 2 pares de grupos: 
un grupo control (CT) que permanecia en 10s actometros durante la sesion sin 
ser entrenado, y un grupo entrenado(TR) que recibia el programa de 
estimulacion previsto para cada caso. A todos 10s animales se 10s sometio a un 
preentrenamiento consistente en dos ensayos de 9 seg. con un de IEE 9seg. 
(Tabla 14). Los animales eran asignados a cada uno de 10s cuatro grupos 
teniendo en cuenta su nivel de respuesta en el preentrenamiento, de tal mod0 
que se obtienia para cada grupo una reactividad basal promedio. Otras dos 
fases se incluyen en la sesion de entrenamiento: la fase contextual (15 min.), 
en la que 10s cangrejos permanecian en 10s actometros sin ser entrenados y la 
fase de estimulacion (45 min.), la cual incluia el tiempo total de ensayo mas 
10s intervalos entre 10s mismos. Durante la fase de estimulacion 10s animales 
recibian 15 ensayos separados por 171 seg. (entrenamiento espaciado, ES) o 
300 ensayos sin IEE (entrenamiento masivo, MS). Como 10s grupos control no 
reciben estimulacion, estos sujetos eran expuestos a una fase contextual de 60 
min., despues del preentrenamiento. 
Sesion de evaluacion: Era la misma para 10s dos grupos en el mismo 
experimento y consistia en una fase contextual de 15 min. y una de 
estimulacion de 6 ensayos, separados por el mismo IEE que fue usado en el 
entrenamiento. Por lo tanto, 10s grupos entrenados con el espaciado de 171 
seg. tenian una fase de estimulaci6n de 18 min., mientras que 10s grupos 
entrenados con el masivo tienen una fase de estimulacion de 54 seg. Cada 
grupo experimental constaba de 30 a 40 animales. 
Tablal4: Protocolo general correspondiente 10s experimento del Capitulo 6 
Sesi6n de entrenamiento Sesion de evaluation 
Fase de pre- i Fase j Fase de IES Fase j Fase de 
entrenamiento j contextual i Estimulacidn (horas) Contextual i Estimulaci6n 
j lnicial j Reentre- 
2E j 15 min. 
IEE=Sseg. i 
45 min. 
ES=15 ensayos 
(IEE=171seg.) 
MS=W ensayos 
(IEE=Oseg .) 
i E l  i namiento 
i E 2-6 
! 6ensayos 
2.2 Experimentos con CI: preparation de dosis e inveccion 
Como vehiculo se us6 la solucion salina de crustaceos (Hoeger & Florey, 
1989). La CI fue diluida a partir de una solucion concentrada de agua destilada. 
Cincuenta pl de solucion salina o de CI eran administrados a traves de la 
membrana c6falotoracica- abdominal, con una profundidad de penetration de 4 
mm, asegurandose que la solucion inyectada era liberada en el centro del saco 
peridrdico. La CI era adquirida en Sigma Co. 
2.3 Experimentos de cambio de contexto 
Para evaluar la influencia del cambio de claves visuales entre la sesion 
de entrenamiento y de evaluacion sobre la HLT, un anillo (20 X 7 cm) con 
bandas alternadas negras y blancas de 2 cm, se u b i d  sobre el contenedor del 
actometro para ser usado asi como el contexto altemativo. 
2.4 Analisis de datos 
El nivel de retencion a largo termino (diferencia CT-TR) fue estimado 
mediante el analisis de datos de la sesion de evaluacion. De acuerdo con la 
distincion propuesta previamente (Capitulo 5), las comparaciones entre 10s 
grupos CT y TR se efectuaron en forma separada para cada fase de la sesion 
de evaluacion, es decir, sobre la media conespondiente al primer ensayo de 
evaluacion y sobre el promedio de respuestas acumulativas que resultan de 10s 
siguientes cinco ensayos (reentrenamiento). 
En todos 10s experimentos previos sin excepcion, se encontro una 
diferencia significativa (t-test=.05) entre CT y TR a 24 horas despues del 
entrenamiento en ambas fases de evaluacion, cuando se usaron grupos de 20 
o mas animales que fueron entrenados con 15-30 ensayos separados por 171 
seg. Asimismo, una diferencia significativa se exhibio en la fase de 
reentrenamiento para grupos entrenados con 300 ensayos sin IEE. De acuerdo 
con esto, se predicen diferencias significativas para ambas fases entre CT y TR 
en el entrenamiento espaciado y solo para el reentrenamiento en el caso de 
entrenamiento masivo. De ahi entonces que a lo largo del Capitulo, el analisis 
de 10s resultados se hara mediante comparaciones planeadas a priori, 
ponderadas con un ANOVA a=.05, de acuerdo con el metodo discutido por 
Howell (1987)y Rosenthal y Rosnow (1985). Las comparaciones planeadas 
incluyeron 3 contrastes para cada experimento: Un primer contraste entre 10s 
grupos control cuyas respuestas se espera que resulten similares; y otros dos 
contrastes para cada grupo entrenado frente a 10s controles sumados. No se 
intentaron comparaciones entre 10s grupos sometidos a un entrenamiento 
masivo contra otro sometido a un entrenamiento espaciado dada la gran 
diferencia en 10s protocolos de evaluacion (Tabla 1 4). 
3. RESULTADOS 
3.1 Efecto del cambio entrenemiento-evaluation de las claves 
contextuales 
Los siguientes dos experimentos apuntaron a analizar el efecto del 
cambio de contexto entre sesiones sobre 10s dos componentes de memoria de 
la HLT. Los cangrejos de una misma captura eran utilizados en ambos 
experimentos. 
En cada experimento (TablalS), cangrejos de un par de grupos CT-TR 
pasaban ambas el mismo actometro, es decir, sin cambios contextuales entre 
sesiones (CT-IG y TR-IG, respectivamente). Contrariamente, 10s otros CT-TR 
tuvieron el entrenamiento en 10s actometros con el anillo de bandas, y la sesion 
de evaluacion en el mismo actbmetro per0 sin el patron de bandas, es decir, en 
diferentes contextos (CT-DIF y TR-DIF). En el experimento 1 (EXI, n=40), 10s 
animales de 10s grupos entrenados recibieron entrenamiento espaciado (15 
ensayos IEE=171 seg.), mientras que en el experimento 2 (EX2, n=35), 10s 
grupos entrenados recibieron un entrenamiento masivo (300 ensayos sin IEE). 
Los resultados de la evaluacion correspondientes a 10s grupos IG del 
EX I se presentan en la Fig. 24 a, panel izquierdo. Estos grupos presentan un 
patron de curvas similar al observado usualmente para este tipo de 
entrenamiento, es decir, una clara diferencia en ambas fases de evaluacion. 
Sin embargo, el patron aparece profundamente alterado por el cambio de 
contexto en 10s grupos DIF (Fig. 24 a panel derecho.) ya que no surgen 
diferencias entre las curvas de CT- y TR-DIF. Las comparaciones planeadas 
confirmaron estas observaciones. Los resultados de cada grupo entrenado 
fueron comparados con 10s controles sumados dado que no surgieron 
diferencias significativas entre ambos en la evaluacion. Este analisis revelo 
diferencias significativas para CTs vs el TR-IG en el primer ensayo y el 
reentrenamiento [F= (1, 156)=12.5 ps .005; F=(14.4, ps .005] pero no para CTs 
vs TR-DIF en ambas fases de la evaluacion. 
Tabla 15: Programa de experimentos del punto 3.1. Efecto del cambio 
entrenemiento-evaluaci6n de las claves contextuales 
Experiment0 Grupo Ensayos Contexto Ensayos Contexto 
De de De de 
entrenamiento entrenemiento evaluacion evaluacih 
(adometro) (adometro) 
1 CT-IG - Sin bandas 6 Sin bandas 
ES TR-IG 15 Sin bandas - - 
(IEE=17lseg) CT-DIF - Con bandas - - 
-. 
TR-DIF 15 Con bandas - - 
2 CT-IG - Sin bandas 6 Sin bandas 
MS TR-IG 300 Sin bandas - - 
(IEE=Oseg) CT-DIF - Con bandas - - I 
TR-DIF 300 Con bandas - - I 
Nota: el IES es de 24hs 
Los resultados correspondientes a 10s experimentos con el 
entrenamiento masivo se muestran en la Fig. 24 b (Ex 2). El patron de 
diferencias entre 10s grupos IG era como el esperado, es decir, las diferencias 
entre CT y TR estan en la fase de reentrenamiento y no en la inicial. Las 
comparaciones planeadas no mostraron diferencias entre 10s grupos CT, ni 
entre la suma de CTs contra 10s grupos TR-IG y TR-DIF en el primer ensayo; 
mientras que, en la fase de reentrenamiento surgieron diferencias significativas 
entre la suma CTs vs TR-IG o vs TR-DIF [F (1,136)=7.0, ps.01; y F=8.5, ps.01, 
respectivamente]. 
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'Figura 24: Efecto del cambio de contexto sobre la HLT. a)Resultados de evaluxibn del entrenamiento 
espaciado (15 ensayos, TEE=17lseg.). Panel izquierdo: 10s simbolos ocres corresponden a 10s p p o s  
entrenados y evaluados en el mismo contexto (sin bandas); 10s azules a los p ~ p o s  entrenados y evduados en 
contextos dzerentes (con bandas); cuadrados=controles; y td&gulns= p p o s  entrenados. Ordenadas: media de 
.a respuesta de escape. Abscisas: 6 ensayos de evaluacibn. Los ensayos correspondientes a la fase de 
reentrenamiento se encuentran en la nona somhreada. *<.05, **<.01. Histogramas: rendimiento de cada g r u p  
entrenado comparados contra 10s controles sumados. Las comparaciones se realizamn sobre el primer ensayo, y 
sobre 10s valores acumulativos de 10s ensayos 2 al 6 (reentrenamiento). Barras ocres, p p o s  igual contexto; 
azules. grupos de contexto diferente; verdes, grupos controles sumados. b) Resultados de evaluaci6n del 
enirenamiento masivo (300 ensayos. IEE=Oseg.). Los simbolos son como en a). 
Se pueden sacar dos conclusiones esenciales a partir de 10s resultados 
de estos experimentos: Primero, la expresion de la HLT adquirida con el 
entrenamiento espaciado es bloqueada por el carnbio contextual producido por 
la variacion de las claves visuales tanto en el primer ensayo como en la fase de 
reentrenamiento. La imposibilidad de recuperacion de la HLT luego del 
entrenamiento espaciado confirma 10s resultados previos del Laboratorio 
(Tomsic et all 1993) que mostraban la supresion de la HLT con un cambio 
multimodal de contexto (carnbio de claves visuales y no- visuales) introducidas 
entre las sesiones. Por otro lado, HLT luego de un entrenamiento masivo, se 
expresa en la fase de reentrenamiento a pesar del cambio en las claves 
visuales. Por lo tanto, HLT luego de un entrenamiento espaciado es contexto- 
especifica, mientras que luego de un entrenamiento masivo parece ser solo 
estfmulo-especifica (Lozada et. al., 1990), es decir, parece implicar la 
representacion del estimulo fasico. Segundo, el hecho de que uno de 10s 
componentes de la HLT requiera de la invarianza de las claves contextuales 
esth de acuerdo con las predicciones de la teoria asociativa de Wagner con 
respecto a la habituacion (Whitlow & Wagner, 1984). Mas aQn, otros resultados 
muestran que 10s tratamientos de inhibicion latente y extincion tambien impiden 
la retencion de la respuesta habituada luego de un entrenamiento espaciado 
(Tomsic et all 1998), sugiriendo que el componente de la HLT espaciado- 
dependiente implicarfa, a diferencia del componente de la HLT masivo 
dependiente, un proceso de aprendizaje asociativo. 
3.2 Efecto comparativo de CI sobre la HLT lueao de un entrenamiento 
espaciado v lueao de uno masivo. 
En 10s experimentos previos (Capitulo 3 y 4) se demostro que la CI 
bloquea la HLT producida por entrenamiento espaciado en el primer ensayo, 
ya que el analisis se limito a en la fase inicial. Es decir, no se tenia informacidn 
del efecto de esta droga sobre la fase de reentrenamiento en la HLT 
espaciadodependiente, ni sobre la HLT masivo-dependiente. 
Por lo tanto, 10s experimentos siguientes se realizaron con el objeto de 
determinar en que medida 10s componentes de la HLT dependen de la sintesis 
de novo de proteinas. 
Los experimentos no se corrieron en forma simultanea, per0 10s 
cangrejos de cada par de experimentos (1-2, 3-4, 5-6) fueron obtenidos de una 
misma captura. Cada experiment0 consistio de un par CT-TR inyectado con 
salina y un par CT-TR inyectado con CI. 
Los experimentos 1 y 2 ( EXI, EX2, Tabla 16) 10s animales fueron 
inyectados inmediatamente despues del entrenamiento. El par con CI recibio 
15 pg de la droga. En el Ex1 ambos grupos fueron con el espaciado (15 
ensayos IEE=171 seg.) y en el EX2 con el masivo (300 ensayos sin IEE). 
Luego de 24 horas, 10s cangrejos eran evaluados con el mismo IEE usado en 
el entrenamiento. 
La administracidn post-entrenamiento de CI no tuvo efecto sobre la 
respuesta en la evaluacion de 10s grupos control (CT-SAL y CT-CI), ya que 10s 
valores alcanzados son similares para ambos experimentos (Fig. 25 a, Exl; 
Fig. 25b, EX2), resultado acorde a 10s ya mostrados en 10s experimentos 
previos con este antibiotico. Las comparaciones planeadas no mostraron 
diferencias significativas entre 10s controles en ninguna de las dos fases de la 
evaluacion. 
La Fig. 25 a muestra 10s resultados de la evaluacion del EXI. Las curvas 
de respuesta de 10s grupos tratados con solucidn salina revelan el patron de 
CT-TR usualmente encontrado luego de un entrenamiento espaciado, esto es, 
una diferencia conspicua en el primer ensayo y en el reentrenamiento. CI tuvo 
efecto sobre el primer ensayo ya que desaparecio la diferencia entre CT-TR. 
Las comparaciones planeadas realizadas sobre estos datos confirman estas 
observaciones. En el primer ensayo, se revel6 una diferencia significativa para 
la suma de controles CTs vs el grupo entrenado y tratado con salina 
[f(1 ,I 16)=6.8,p(.01] per0 no para CTs vs TR tratado con CI; mientras que en el 
reentrenamiento, ambos grupos entrenados resultaron estadisticamente 
diferentes de la suma de controles CTs [F=7.5, p5.01; o F=4.5, p5.05, 
respectivamente]. 
Tabla 16: Programa de experimentos del punto 3.2.-Efecto comparativo de CI 
sobre la HLT luego de un entrenamiento espaciado y luego de un masivo. 
Dosis Ensayos Ensayos 
Experiment0 Grupo de Inyeccion De IES De 
c I (~g)  entrenamiento horas Evaluation 
1 CT-SAL - Post- - 24 6 
ES entrenamiento 
IEE=17lseg TR-SAL - - 15 - - 
CT-CI 15 - - - - - 
TR-CI 15 - 15 - - - 
2 CT-SAL - Post- - 24 6 
MS entrenamiento 
IES=Oseg TR-SAL - - 300 - - 
CT-CI 15 - - - - - 
TR-CI 15 - 300 - - - 
3 CT-SAL - Pre- - 48 6 
ES entrenamiento 
I ES= 1 71 seg TR-SAL - - 15 - - 
CT-CI 15 - - - - - 
TR-CI 15 - 15 - - - 
4 CT-SAL - Pre- - 48 6 
MS entrenamiento 
IES=Oseg TRSAL - - 300 - - 
CT-C I 15 - - -  - 
TR-CI 15 - 300 - - - 
5 CTSAL - Pre- - 48 6 
ES entrenamiento 
IES=17l seg TR-SAL - - 15 - - 
CT-CI 25 - - - - - 
TR-CI 25 - 15 - - 
6 CT-SAL - Pre- - 48 6 
MS entrenamiento 
IES=Oseg TR-SAL - - 300 - - 
CT-CI 25 - - - - 
TR-CI 25 - 300 - - - 
Los resultados de la evaluacion del EX2 se muestran en la Fig. 25b. El 
patron de diferencias entre 10s grupos contrasta con el obtenido para el 
experiment0 anterior. Como esperabamos, el rendimiento de 10s grupos 
tratados con salina no difirieron en la respuesta en el primer ensayo pero si en 
la fase de reentrenamiento (Fig. 25b). Como en el EX1, la HLT en la fase de 
reentrenamiento parece ser insensible al tratamiento con el antibiotic0 (Fig. 
25b). 
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Figura 25: Efecto de cicloheximida (15 pg) inyectada postentrenamiento sobre la HLT. Inkmalo entre 
Sesiones 24 hs. a)Resultados de evaluaci6n del entrenamiento espaciado (15 ensayos, IEE=17lseg.). 
Panel izquierdo: 10s simbolos ocres corresponden a 10s p p o s  inyectados con soluci6n salina; 10s azules 
corresponden a 10s p p o s  inyectados con cicloheximida; cuadrados=contrdes (CT); y tci&plos= 
grupos entrenados m). Ordenadas: media de la respuesta de escape. Abscisas: 6 ensayos de evaluacicin. 
Los ensayos correspondientes a la fase de reentrenamiento se encuentran en la zona sombreada. *<.05, 
**<.01. Histograms: rendimiento de cada p p o  entrenado comparados contra 10s contmles sumados. 
Las comparaciones se realizamn sobre el primer ensayo, y sobre 10s valoles acumulativos de 10s ensayos 
2 al 6 (reentrenamiento). Bmras oc~tts, grupos tratados con salina; azules, p p o s  tratados con 
cicloheximida; verdes, grupos controles sumados. b) Resultados de evaluaci6n del entrenamiento 
rnasivo (300 ensayos, IEExOseg.). Los simbolos son como en a). 
Las comparaciones planeadas no revelaron diferencias significativas CT- 
TR en el primer ensayo, tanto para 10s grupos tratados con salina o como con 
CI, mientras que en la otra fase surgieron diferencias significativas para CTs vs 
TR inyectados con salina o con CI [F(1 ,I 16)=4.3, ps.05; y F=4.7, p5.05, 
respectivamente]. 
El diseiio experimental de 10s experimentos 3 y 4 (EX3, EX4, n=34) fue 
similar a 10s dos anteriores, except0 que la inyeccidn se daba justo antes del 
primer ensayo del entrenamiento (estrictamente antes del comienzo de la fase 
de estimulacidn y despues del pre-entrenamiento) y el intervalo entre sesiones 
era de 48 hs (Tablal6). La razon para extender el intervalo cuando la CI se 
administra antes del entrenamiento, se ha dado en 10s Capitulos 3 y 4. La 
administracion de CI (AD o etanol) seguido, por la presentacion iterativa del 
estimulo, tiene un efecto depresor inespecifico transitorio sobre la respuesta de 
escape a 24 hs, efecto que desaparece con la extensidn del intervalo. 
En consonancia con resultados anteriores de esta Tesis, no se hallaron 
durante el entrenamiento, diferencias significativas en la respuesta de 10s 
grupos TR tratados con CI o SAL (datos no mostrados). Los resultados de la 
evaluacion para 10s grupos entrenados con 15 ensayos, IEE=171 seg. , se 
muestran en la Fig. 26 a. Los grupos SAL presentan las curvas usuales de 
diferencias entre CT-TR para este protowlo de entrenamiento. Sin embargo, la 
HLT parece ser afectada por la CI en el primer ensayo, aunque no en lel 
reentrenamiento. Las comparaciones planeadas evidenciaron diferencias 
significativas entre la suma de 10s controles CTs vs TR tratados con salina 
[F(1,132)=1.6), per0 no para CTs vs TR tratado con CI; mientras que en la fase 
de reentrenamiento surgieron diferencias tanto para C i s  vs TR salina como 
para CTs vs TR-CI[F(I , 132)=7.25, ps.01; y F=12.9, ps.001, respectivamente]. 
La Fig. 26 b muestra 10s resultados para 10s animales entrenados con 
300 ensayos sin intervalo. Los grupos salinos difieren como se esperaba 
~inicamente en la fase de reentrenamiento, y esta diferencia no es afectada por 
el tratamiento con CI. Para el primer ensayo, las wmparaciones planeadas no 
revelaron diferencias significativas entre CTs y 10s TR, si para el 
reentrenamiento, en ambos grupos [F(1,132)=4.3, p5.05 para 10s entrenados 
tratados con salina; y F=7.0, ps.01 para 10s entrenados tratados con CI]. 
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Figura 26: Efecto de cicloheximida (15 p@ inyectada preentrenamiento sobre la HLT. Intervalo entre Sesiones 
48 hs. a)Resultados de evaluaci6n ddel entrenamiento espaciado (15 ensayos, IEE=17lseg.). Los simbolos son 
como en la Fig. 25. b) Resultados de evaluaci6n dei entrenamiento masivo (300 ensayos, IEE=O seg.) Los 
simbolos son como en la Fig. 25. 
Asi, 15pg de CI administrados tanto antes como despues del 
entrenamiento, tienen un efecto amnesico sobre la HLT adquirida con 
entrenamiento espaciado, pero no con masivo. Sin embargo, este efecto esta 
limitado al primer ensayo, sugiriendo asi que la CI es incapaz de impedir la 
expresion del componente la HLT espaciado-dependiente en el 
reentrenarniento. Es posible que esta falla pueda ser atribuida a la dosis del 
antibiotic0 utilizada, de manera que 10s experimentos proximos se realizaron 
usando una dosis mayor. 
El diseiio experimental de 10s experimentos 5 y 6 (EX5, EX6, n=30 y 40, 
respectivamente) fue como el utilizado en 10s 3 y 4, salvo que con una dosis de 
CI de 25pg (Tabla 16). Como antes, no surgen diferencias entre 10s grupos 
entrenados durante la sesion de entrenamiento, y no se observan efectos de la 
droga sobre la respuesta en la sesion de evaluaci6n de 10s grupos controles. 
Los resultados de la evaluacion correspondientes al entrenamiento 
espaciado se muestran en la Fig. 27a. Los grupos salinos muestran las 
diferencias usuales tanto en la fase inicial como en la de reentrenarniento. La 
HLT parece ser afectada por CI tanto en el primer ensayo como en la fase de 
reentrenarniento. Las comparaciones planeadas revelaron diferencias 
significativas entre CTs vs 10s entrenados tratados con salina [F(1,116)=7.1, 
ps.Oly F=1.9, ~5.005; respectivamente] per0 no para CTs vs entrenados 
tratados con CI en el primer ensayo o en la fase de reentrenarniento. 
La Fig. 27 b presenta 10s resultados de la evaluacion para 10s grupos 
entrenados con el masivo, 300 ensayos sin IEE. Los grupos salinos difieren en 
la fase de reentrenamiento , y esta diferencia no es afectada por el tratamiento 
con CI. En el primer ensayo, las comparaciones planeadas no evidenciaron 
diferencias significativas entre CTs vs TR en ningun contraste, mientras que en 
el reentrenarniento, diferencias entre CTs-TR se hallan para ambos 
tratamientos [F(1,156)= 12.8, ps. 005 para 10s entrenados tratados con SAL; y 
F=13.9, p1.005 para 10s entrenados tratados con CI]. 
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Figura 27: Efecto de cicloheximida (25 Clg) i . c t a d a  preentrenamiento sobre la HLT. Interval0 entre 
Sesiones 48 hs. a)Resultados de evahaci6ndel en tmmnh to  esppadado (15 ensayor, IEE=17lseg.). Los 
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En resumen, tanto la CI como el cambio de contexto bloquean la 
expresion de la HLT espaciado-dependiente en ambas fases de la evaluation. 
Considerando que con estas dosis de CI el porcentaje de inhibition de sintesis 
es de alrededor del 90% (Capitulo 3), se concluye que solo la HLT basada en 
el entrenamiento espaciado requiere la sintesis de novo de proteinas. 
3.3 Duracion de la HLT espaciado-dependiente v de la masivo- 
dependiente 
Una propiedad comportamental aparentemente universal es que el 
entrenamiento espaciado produce una memoria mas fuerte y a mas largo plazo 
que la obtenida con el entrenamiento masivo (Carew, 1974; Frost et.al, 1985). 
Se puede esperar entonces que la HLT espaciado-dependiente sea mas 
persistente que la obtenida con el entrenamiento masivo. Para investigar esta 
prediccion, se hicieron 10s dos experimentos siguientes. 
El protocolo (Tabla 17) del experimento 1 (EX1 , n=30) incluia 4 grupos : 
2 grupos eran sometidos a un entrenamiento espaciado (15 ensayos, 
IEE=171seg.) y 10s otros dos eran sus respectivos controles. Un par CT-TR 
tuvo un intervalo entre sesiones de 24 hs. y el otro par un intervalo de 120 hs. 
Se selecciono este intervalo ya que teniamos el antecedente de haber tenido 
una buena retencion con entrenamiento espaciado. El experimento 2 (Ex 2) 
tuvo un disetio similar, per0 10s grupos TR recibieron un entrenamiento masivo 
(300 ensayos sin IEE). Los animales de 10s dos experimentos provenian de una 
misma captura. 
Tabla 17: Programa de experimentos del punto3.3.Duracion de la HLT 
espaciadodependiente y de la masivo-dependiente 
Experiment0 
1 
ES 
IES=I 71 seg. 
2 
MS 
I ES=Oseg. 
Grupo 
CT-24hs 
TR-24hs 
CT-120hs 
TR-120hs 
CT-24hs 
TR-24hs 
CT-I 20hs 
TR-120hs 
Ensayos de 
entrenamiento 
- 
15 
- 
15 
- 
300 
- 
300 
IES 
Horas 
24 
24 
120 
120 
24 
24 
120 
120 
Ensayos de 
Evaluacion 
6 
- 
- 
- 
6 
- 
- 
- 
Los resultados de la evaluacion del EX1 se muestran en la Fig. 28a. La 
relacion entre las curvas CT y TR muestran el patron usual para ambos 
intervalos entre sesiones. Las comparaciones planeadas sobre 10s datos del 
primer ensayo mostraron diferencias significativas entre CTs vs TR luego de 24 
horas [f(l , I  16)=7.1, p j.011 y vs TR luego de 120 horas [F=4.5, ~1.051; y sobre 
10s datos del reentrenamiento, para la suma de controles CTs vs TR tanto 
luego de 24 como de 120 horas [F=6.9, ps.01; F=5.3, ~1.0251. 
La figura 28 b exhibe 10s resultados del Ex 2. A 24 horas, CT-TR 
muestra el clasico patron de curvas para el entrenamiento masivo, per0 para 
120hs las diferencias entre 10s grupos desaparece. Las comparaciones 
planeadas exhibieron diferencias significativas solo para la suma de CTs vs TR 
a 24 horas en la fase de reentrenamiento [F(1, 1 16)=6.7, ps.011. 
Dos conclusiones principales se pueden sacar de estos resultados: 
Primero, en la fase inicial de la evaluacion, la HLT espaciado-dependiente 
persiste por lo menos por 120 horas. En segundo lugar, en la fase de 
reentrenamiento, la HLT espaciado-dependiente persiste por mas tiempo que la 
retencion lograda para la misma fase por el entrenamiento masivo (300 
ensayos IEE= 0 seg.). 
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Figura 28: Duraci6n de la HLT pmducida por un entrenamiento espaciado y la pmducida por un 
entenamiento masivo. a)Resultados de evaluaci6n del entrenamiento espaciado (15 ensayos, IEE=l7lseg.). 
Panel izquierdo: 10s simbolos ocres corresponden a 24 horn entre sesiones; 10s d e s  corresponden a 120 
horas entre sesiones; cuadrados=controles ((3'); y trihgulos= grupos entrenados (TR). Ordenadas: media de 
la respuesta de escape. Abscisas: 6 ensayos de evaluaci6n. Los ensayos correspondientes a la fase de 
reentnmamiento se encueniran en la zona sombre& " ~ 0 5 ,  **<.01. Histogramas: rendimiento de cada grupo 
entrenado comparados contra 10s controles sumados. Las comparaciones se realizaron sobre el primer 
ensayo, y sobre 10s valores acumulativos de 10s ensayos 2 a1 6 (reentrenamiento). Barras ocres, grupos de 1 dia 
de interndo entre sesiones; azules, grupos de 5 &as de interval0 entre sesiones; vedes, gmpos controles 
sumados. b) Resultados de evaluaci6n del entrenamiento masivo (300 ensayos, IEEZOseg.). Los simbolos 
son como en a). 
4. DISCUSION 
La observacion saliente de este Capitulo es que el entrenamiento 
espaciado produce una HLT dependiente del contexto (i.e. contexto- 
especifica), sensible a la CI y de larga duracion (at menos por 120 hs), 
mientras que el entrenamiento masivo produce una HLT independiente del 
contexto (solo dependiente de la setial, o sea seilal-especifica; Lozada, 1990), 
insensible a la CI y de duracion interrnedia (entre 2 y 5 dias). Estas 
propiedades son realmente contrastantes e implican diferencias muy 
fundamentales en las caracteristicas de 10s mecanismos implicados. En efecto, 
el hecho que de que para una HLT sea indispensable la sintesis de novo de 
proteinas, mientras que la otra pueda formarse y persistir por un period0 
intermedio sin sintesis, esta marcando grandes diferencias a nivel de 10s 
mecanismos celulares y moleculares que sirven a cada tip0 de memoria. 
Procesos de memoria, o fases de un mismo proceso, que tienen poca 
persistencia temporal se 10s considera independientes de la secuencia de 
eventos que conduce a la production de proteinas nuevas (ej. Ng & Gibbs, 
1991 ; Goelet et all 1986). Por ello, resulta muy coherente que la HLT masivo- 
dependiente sea al mismo tiempo insensible a 10s inhibidores de la sintesis de 
proteinas y tenga una duracion intermedia. La confirmation de que solo la HLT 
espaciadodependiente es contexto-especifica, sugiere fuertemente que este 
tipo de memoria, a diferencia de la inducida por el entrenamiento masivo, es 
mediada por un proceso asociativo contexto-setial (Tomsic et. al., 1998; 
Wagner, 1976, 1978, 1979). 
CAPITULO 7 
1. Habituacion a largo termino en Chasmagnafhus: Conclusiones a 
partir del analisis de las tres propiedades universales de 10s procesos 
mnesicos. 
El estudio del proceso de la habituacion a largo termino en 
Chasmaanathus, desde el punto de vista de lo que se considera las tres 
propiedades universales de toda memoria, nos conduce a una profunda 
reconsideracion de la identificacidn y caracterizacion del proceso mnesico 
en cuestion. 
1.1 La consolidacion depende de la sintesis de proteinas. En 10s 
Capitulos 3, 4 y 6 se presentan evidencias concluyentes de que la memoria de 
Chasmagnathus, inducida por la presentacidn espaciada de estimulo de peligro 
(la pantalla pasante), es deteriorada por interrupciones en el proceso de 
sintesis de novo de proteinas. El efecto amnesico es revelado tanto por 
interferencias directas (cicloheximida) como indirectas (actinomicina D), y esta 
coincidencia (conclusion Capitulo 4) nos permite asegurar que la sintesis es un 
paso necesario en la cascada de eventos bioquimicos relacionados con la 
formation de la memoria a largo termino. La amnesia asi inducida parece ser 
irreversible, puesto que su efecto se manifiesta a h  hasta 120 horas despues 
del entrenamiento. Los resultados no descartan sin embargo la existencia de 
una memoria residual, ya que 10s animales tratados no presentan una 
recuperacion total de la respuesta; un hecho que no sorprende puesto que 10s 
porcentajes de inhibicion, estimados bioquimicamente, no superan el 92 %. 
El efecto amnesico de CI parece expresarse en forma diferente respecto 
a las fases de evaluacion. Como se observa en 10s resultados del Capitulo 6, la 
dosis minimas efectivas de la CI afectan la retencion en el primer ensayo y no 
durante el reentrenamiento. Solo con dosis mayores, cercanas al limite 
tolerable sin secuelas inespecificas, la amnesia se expresa en ambas fases. 
Este "orden de aparicion" del efecto puede estar relacionado con la forma en 
que 10s mecanismos responsables de la evocacion mnesica son activado-un 
tema que trataremos luego en esta misma Discusion. 
Se demostro asimismo que la memoria del context0 per se resulta 
tambien afectada por 10s inhibidores de la sintesis de proteinas . Este hecho, 
junto a resultados anteriores demuestran que la HLT es contexto-especifica, 
constituye una solida evidencia en apoyo a la idea de que este proceso 
mnesico es fuertemente dependiente del contexto. 
I .2 La retencion de la memoria de~ende de un period0 de consolidacion 
que sigue al entrenamiento o se inicia durante el mismo. La determination del 
periodo de consolidacion en 10s proceso mnesicos es de especial relevancia 
para la comprension de 10s mecanismos que 10s sirven. Una idea 
generalmente aceptada es que la sintesis de novo de proteinas constituye un 
paso decisivo en la formacion de una memoria estable (Goelet.et all 1986; 
Patterson, Alvarado, Warner , Bennett & Rosenzweig, 1986 ). De ahi entonces 
que se recurra habitualmente al empleo de inhibores de esa sintesis para 
marcar la frontera entre memoria labil y memoria consolidada (Ng & Gibbs, 
1991; Rose & Jork, 1987). Respecto a la HLT formada por entrenamiento 
espaciado, el limite estaria entre 2 y 6 horas despues de la administracion de 
cicloheximida. Sin embargo, cuando se estudio este extremo de la ventana de 
tiempo con otras drogas, se encontro un valor mas pequefio. Concretamente, 
se demostro amnesia de la HLT no mas alla de 1 hora postentrenamiento, con 
agentes tan diversos como escopolamina (Beron de Astrada 1999), inhibidores 
de PKA (Romano et. all 1 996a, 1 996) o saralacina (Delorenzi 1 996), y por otro 
lado, se ha encontrado un tiempo similar para 10s efectos facilitadores de 
angiotensina (Delorenzi et. all 1995,1996) o de activadores de PKA (Romano et. 
al. 1 996a, 1 996b). Esta disparidad entre el limite temporal m6ximo para efecto 
amnesic0 de cicloheximida (entre 2 y 6 horas), y el que se estima para 10s 
agentes ya mencionados, podria ser interpretado a la luz de la hipotesis del 
"time-lockedn (Davis & Squire, 1984; Gibbs & Ng, 1979), seglln la cual el 
proceso de consolidacion de memoria consiste en una serie de etapas 
secuencialmente dependientes. En otros terminos, las drogas que demostraron 
tener una ventana temporal mas acotada, estarian actuando en un estado 
temprano del periodo de consolidaci6nI mientras que la accion de la 
ciloheximida ocurriria en un estado tardio de la secuencia de eventos 
(Schoeley, Rose, Zamani, Bock & Schachners, 1993). Relacionado con este 
tema, estan 10s recientes resultado del Laboratorio con el HLT en 
Chasmannathus, indicando que despues de un entrenamiento espaciado, per0 
no despues de un entrenamiento masivo, se demuestra la activacion del factor 
de transcription Rell~B en dos etapas diferenciadas, posteriores al fin del 
entrenamiento, i.e. una temprana inmediatamente despues, y una tardia, a las 
4 horas (Freudenthal et. a1,1997, y datos no publicados). No se descarta 
entonces la posibilidad de que en correspondencia con las dos etapas de 
activacion del factor, existan dos olas de sintesis de proteinas (Freeman, Rose 
& Scholey, 1995; Tiunova, Anokhin, Schachner & Rose, 1998) ya que podrian 
incluirse dentro del intervalo maximo estimado hasta el momento para la 
ventana. 
1.3 El nivel y duracion de la retencion de la memoria depende del 
interval0 entre ensavos de entrenamiento. La primera conclusion de 10s 
estudios del Capitulo 5 es que el nivel, la duracidn y la modalidad de expresion 
de la retencion de la HLT dependen del espaciamiento entre 10s ensayos de 
entrenamiento. En un primer analisis, esta conclusion resulta simplemente 
confirmatoria de una extensa bibliografia sobre el efecto diferencial del intervalo 
entre ensayos. Sin embargo, a medida que se profundiza en el estudio de estos 
resultados, comienza a percibirse que estamos enfrentando un caso en que la 
relacion entre retencion de la memoria y tipo de entrenamiento es 
extremadamente compleja. Para un mejor acercamiento al tema, recordamos 
sucintamente 10s puntos salientes de 10s resultados: 
a) Si se mantiene constante el IEE (171 seg.), entrenamiento 
espaciado, y se disminuye la cantidad de entrenamiento (desde 30 
ensayos), hay un punto de inflexion (1 5 > pdi > 10) desde donde no 
se obtiene retencion en ninguna de las dos fases de evaluacion. 
b) Si se mantiene constante el nrimero de ensayos (30) y se disminuye 
el IEE (desde 171 seg.), hay un punto de inflexion ( 27 < pdi > 9 seg.) 
desde donde no se obtiene retencion en ninguna de las dos fases de 
evaluacion. 
c) Si se da un entrenamiento sin interval0 (IEE=O) entrenamiento 
masivo, y se aumenta la cantidad de entrenamiento, hay un punto de 
inflexion (120 < pdi > 60) por encima del cual se obtiene retencion en 
la fase de reentrenamiento, pero no en el primer ensayo de 
eval uacion. 
d) Aparentemente, el aumento en la cantidad de ensayos no perrnite 
que un entrenamiento masivo produzca retencion en el primer 
ensayo de evaluacion. En 10s experimentos del Capitulo 5, se llego a 
300 ensayos sin lograr la diferencia CT-TR para el primer ensayo, y 
experimentos recientes del laboratorio (Hermitte, comunicacion 
personal) demostrarian que tampoco se mostro retencion despues de 
1000 ensayos, i.e. despues de casi tres horas de entrenamiento 
masivo. 
e) Si entre entrenamiento y evaluacion, se introduce un aumento o una 
disminucion sustancial (1:3) en el valor de IEE, en el rango 27-135, 
se observa un deterioro en la retencion en la fase de 
reentrenamiento. 
La consideration comprehensiva de estos puntos, nos llevo a postular 
que 10s diferentes tipos de entrenamiento (espaciado vs. masivo) comprenden 
dos clases de mecanismos mnesicos diferentes en la HLT. La especulacion de 
que dos componentes discernibles, producidos por diferentes requerimientos 
de estimulacion, concuerda con el modelo de habituacion propuesto por Dafters 
(Dafters, Odber, Miller, 1988) y con 10s resultados obtenidos con otros modelos 
y pardigmas ya citados ( e.g. Drosophila, Tully et. all 1994; Apis, Gerber et. all 
I 998). 
2. Dos mecanismos mnesicos diferentes cuva activacion depende 
de la distribucidn temporal de 10s ensavos durante el entrenamiento . 
Los experimentos realizados en el Capitulo 6 vinieron a en apoyo de la 
hipotesis planteada en el punto anterior. El mecanismo desencadenado por el 
entrenamiento espaciado depende de la invarianza del contexto, lo que junto 
con 10s resultados indicativos de que es tambien afectado por inhibicion latente 
y extincion (Tomsic, 1998), permite concluir que el mecanismo implica un 
proceso asociativo contexto-seAal. En contraste, la retencion inducida por el 
entrenamiento masivo en la fase de reentrenamiento, resulta indiferente al 
cambio en las claves contextuales, descartando asi la posibilidad de un 
proceso asociativo contexto-seAal. Por el otro lado, la inhibicion de la sintesis 
de novo de proteinas en un porcentaje mayor al 92 % bloquea la retencion 
basada en el entrenamiento espaciado, en ambas fase de la evaluacion, pero 
no incide en la retencion en el reentrenamiento inducida por el entrenamiento 
masivo. Finalmente, la retencion producida por el entrenamiento espaciado es 
de largo termino mientras que la basada en el masivo es de duration 
intermedia. 
Una manera de concebir el funcionamiento de 10s dos mecanismos estaria 
dada por la teoria asociativa de la habituation (Wagner 1976, 1978, 1979). De 
acuerdo a esta teoria, que es una extension de la de evocacion diferencial 
(Wagner, Rudy & Whitlow, 1973), un estimulo resulta actualizado ("puesto a 
disposicibn") durante la sesion de evaluacion, cuando su representacion 
memorial ha sido trasladada desde una memoria de largo termino (long-term 
storage) a una de corto termino (short-term storage), de tal manera que el 
estimulo es "esperado" al momento de la presentacion del primer ensayo. 
Veamos a continuacion c6mo funcionarian 10s dos mecanismos en el caso 
concreto que estamos estudiando, considerando que aqui el estimulo es la 
seiial (estimulo de peligro). 
Cuando ids cangrejos recibieron entrenamiento espaciado, la evocacion 
resulta de la exposicion de esos animales, durante la etapa de adaptacion de la 
evaluaci6n1 a las mismas claves contextuales a las que ya habian sido 
expuestos durante el entrenamiento. Esta posibilidad de evocacion se atribuye, 
entonces, al hecho de que el intervalo entre ensayos de entrenamiento fue 
suficientemente extenso como para permitir una asociacion contexto-sefial 
(Whitlow & Wagner, 1984). Durante el reentrenamiento, 10s ensayos sucesivos 
permiten el fortalecimiento de la representacion memorial de la sefial que ya 
estaba instalada en la memoria a corto termino por la evocacion contextual. Si 
entre entrenamiento y evaluacion, se introduce un cambio drastico en las 
claves contextuales, o si el porcentaje de inhibicion producida por 10s 
antibioticos es suficientemente alto como para impedir la consolidacion de la 
representacion del contexto, no es posible el traslado de esa representacion 
desde la memoria de largo termino a la de corto termino. Como consecuencia, 
desaparece la retencion de la respuesta habituada en ambas fases de la 
evaluacion. Por otro lado, si el cambio contextual no es drastico o la dosis de 
10s antibioticos no produce un alto porcentaje de inhibicion, la representacion 
de la seiial resulta solo parcialmente re-instalada durante la pre-fase de la 
evaluacion, de tal manera que si bien la retencion desaparece en el primer 
ensayo, la reiteracion de la sefial en 10s ensayos sucesivos posibilita el 
surgimiento de la retencion en el reentrenanmiento. 
Cuando 10s cangrejos reciben un entrenamiento masivo, la brevedad del 
intervalo entre estimulos impide la asociaci6n contexto-sefial, resultando 
entonces solamente una representacion de la sefial. La reinstalacion de esta 
representacion durante la evaluacibn no depende ya de una exposicion al 
mismo contexto durante el period0 de adaptacion, sin0 de la presentacion de la 
sefial durante el primer ensayo. De ahi entonces, que no exista nunca 
retencion en el primer ensayo y que el cambio de contexto no afecte la 
retencion. 
3. Postulation del modelo: dos tipos de memona v un mismo estimulo de 
peliaro. 
El hecho que la inhibicion de la sintesis de proteinas afecte la retention 
producida por entrenamiento espaciado y no por el masivo, indica que las 
diferencias entre 10s dos mecanismos no se limitan a disparidades en la 
expresion comportamental, sin0 que comprenden tambien otras a nivel de 10s 
componentes de 10s mecanismos. Consecuente con esta diferencia 
mecanistica esta el hecho de que la retencidn inducida por el entrenamiento 
espaciado sea a largo-termino y la correspondiente al entrenamiento masivo 
sea de duracion intermedia. 
Una serie de resultados en el Laboratorio han agregado nuevos ejemplos 
de diferencias mecanisticas entre ambos procesos. Se sugiere que el proceso 
basado en el entrenamiento espaciado, a diferencia del masivo, involucra la via 
de transduccion de sefiales c-AMP dependiente (Romano et. al., 1996 a,b), la 
activation del factor de transcripcion como Rel l~B (FreudenthaLet. al., 1997), la 
participacion del sistema colinergico muscarinico (amnesia por escopolamina y 
facilitacion por oxitremorina; Beron de Astrada & Maldonado, 1998; Torres C, 
resultados no publicados) y la facilitacion por angiotensinas (facilitacion por 
angiotensina II y amnesia por saralasina; Delorenzi et. al., 1 995,1996,1997; y 
Delorenzi, comunicaci6n personal). 
Estas notables diferencias entre 10s procesos basados en entrenamientos 
con diferentes intervalos entre ensayos, nos llevan a proponer que cada 
mecanismo estaria sirviendo a un tip0 de memoria diferente. La memoria 
producida por el entrenamiento espaciado, a la que llamamos memoria 
contexto-seiial (MCS), y la producida por el entrenamiento masivo, a la que 
llamamos memoria seAal (MS). Para cada uno de estos tipos de memoria, se 
viene definiendo en el Laboratorio propiedades distintas, tanto desde el punto 
de vista comportamental como mecanistico, las que resumimos en el siguiente 
cuadro: 

A esta altura de nuestro analisis, es oportuno discutir que es lo que 
permite decir que una memoria es diferente de otra. Una memoria se define 
por la tarea aprendida. Es decir, si un proceso mnesico, cualquiera sea el 
nljmero de fases distintas que lo integran , conduce a la construction de una 
misma tarea, se trata entonces de una sola memoria. Asi, por ejemplo, en el 
paradigma extensamente usado por Tully y colaboradores (1994) con 
Drosophila, la llamada "memoria resistente a la anestesia" y la "memoria de 
largo termino" son fases de una sola memoria, aquella que corresponde a la 
tarea "evitar un cierto olor". No se trata entonces de dos memorias sin0 de dos 
componentesde una misma memoria. 
Nuestra hipotesis de las dos memorias ha recibido ljltimamente un fuerte 
apoyo experimental. Resultados obtenidos por Pereyra y publicados en sendos 
trabajos han permitido concluir, mediante analisis de imagenes desde 
filmaciones sistematicas de las respuesta del cangrejo al estimulo de 
peligro, (Pereyra et. al., 1 998; Pereyra Gonzalez Portino & Maidonado, 1 999), lo 
siguiente: 
a) Durante el entrenamiento espaciado la respuesta de escape es 
reemplazada por una de congelamiento (freezing), que seria entonces la 
respuesta condicionada de la MCS. Esta respuesta se mantiene al menos por 
24 horas. 
b) Durante el entrenamiento masivo, la respuesta de escape se 
desvanece sin ser reemplazada por freezing. La ausencia de respuestas 
defensivas constituye la respuesta habituada de la MS que se mantiene al 
menos por 24 horas. 
El hecho que la presentacion repetida de un mismo estimulo de peligro 
produzca dos tipos diferentes de memoria segljn el interval0 entre 
presentaciones, constituye un hecho totalmente novedoso en la bibliografia. 
4. Ubicuidad de 10s dos tipos de memoria dentro de las cateqorias 
ofrecidas por la Psicoloclia Experimental. 
Aceptada la conclusion de que estamos ante dos tipos diferentes de 
memoria, cabe preguntarse acerca de la caracterizacidn de cada uno esos dos 
procesos. No parece haber dificultad en identificar la MS como un ejemplo de 
habituacion clasica. Es decir, el cangrejo aprende a ser indiferente al estimulo 
iterativo. Respecto a la MCS, sin embargo, la caracterizacion ofrece mas 
dificultad. Se ha demostrado que el freezing, exhibido a las 24 horas por 10s 
animales entrenados con espaciamiento es contexto-especifico (Pereyra.et. al., 
1999), por lo que podria suponerse que se trata de un caso de 
condicionamiento contextual, es decir, un condicionamiento a claves del 
entorno en ausencia de un estimulo condicionado discreto (Fanselow & Tighe, 
1988). Un ejemplo tipico de tal proceso es el del condicionamiento contextual 
de miedo (confexfual fear conditioning) en ratas, donde el estimulo 
incondicionado es dado en un contexto diferenciado, sin contingencia con un 
estimulo condicionado discreto, de tal manera que el congelamiento es 
provocado por las claves del entorno (e.g. Fanselow, DeCola & Young, 1993; 
Fanselow & Tighe, 1988). No obstante, no es posible encuadrar la MCS como 
contextual fear conditioning, puesto que 10s trabajos de Pereyra (1999) 
demostraron que el contexto por si solo no evoca el freezing de 
Chasmaanathus. Los cangrejos muestran congelamiento linicamente cuando el 
estimulo de peligro esta presente en el contexto condicionado, es decir, el 
congelamiento no es una respuesta al contexto sino a la sefial presentada en el 
contexto especifico. Esto ilustra la dificultad de tipificar el aprendizaje asociativo 
que conduce a MCS dentro de las categorias establecidas por la Psicologia 
Experimental. 
5. Memoria del timina: La retencion de la HLT en Chasmaunathus se ve 
afectada cuando se cambia el IEE entre entrenamiento-evaluation. 
Hemos demostrado en varios de 10s experimentos del Capitulo 5, que 
para frecuencias intermedias en una proporcion de 1 :3, uno de 10s parametros 
que definen al estimulo es el interval0 entre ensayos. Es decir, el animal esta 
tomando como dato que distingue a esa seiial que aparece repetidamente, el 
6. Valor adaptativo de 10s dos tipos de memoria. Posible relacion con 10s 
estimulos ambientales. 
Ante las caracteristicas tan diferentes de la MS y la MCS, podria 
suponerse que la presentacion iterativa del estimulo de peligro cobra un 
significado diferente para Chasmaanathus segljn sea masiva o espaciada. Esta 
interpretacion tiene solo una base especulativa, per0 vale la pena ensayarla 
con un doble proposito. En primer lugar, demostrar la posibilidad de suponer 
que dos patrones distintos de espaciamiento pueden actuar sefializando 
peligros diferentes, y segundo, entender el valor adaptativo del tip0 de memoria 
que cada patron induce. La presentacion espaciada significaria para el 
cangrejo la aparicion reiterada de un predador tenaz, mientras que la misma 
estimulacion per0 a intervalos muy breves, representaria las oscilaciones 
continuadas de la densa vegetacion que constituye su habitat (Tomsic et. al., 
1993). La sostenida presencia de un predador (entrenamiento espaciado) 
induciria al animal a usar, en lugar de la huida, una defensa mas criptica y 
energeticamente mas economics (Pereyra et all 1998).Por el contrario, la casi 
ininterrumpida estimulacion que naturalmente se produce por las oscilaciones 
de la vegetacion durante una tormenta de viento, produce una abrupta caida de 
la respuesta de escape sin ser reemplaza por otra estrategia defensiva. 
7. Propuesta de un modelo interpretative. Funcionamiento de 10s 
mecanismos que producen 10s dos tipos de memoria. (Fiaura 29). 
Durante la presentacion repetida del estiimulo de peligro en la sesion de 
entrenamiento, se activan dos mecanismos mnesicos diferentes, a 10s que 
identificamos como mecanismo de "repetition" y mecanismo de "intervalo". 
Cada mecanismo procesa information relacionada con prametros distintos del 
mismo entrenamiento. El mecanismo de "repetici6nn es activado por la 
reiteracion de 10s ensayos, computando el numero de estimulos (setiales) 
presentados. El mecanismo de "intervalo" es activado por la existencia de 
lapsos entre ensayos y produce la asociacion contexto-setial durante 10s 
intervalos sucesivos. 
El resultado de la actividad del mecanismo de "repeticion" es la 
representacion memoria de la seiial, es decir la memoria de la setial, cuya 
fuerza es funcion del nljmero de presentaciones (ensayos) durante el 
entrenamiento. Su evocacion se produce por una nueva presentacion del 
estimulo (primer ensayo de la evaluacion), de mod0 que la expresion de esa 
memoria (retencibn) se evidencia solo en el reentrenamiento. El resultado de la 
actividad del mecanismo de "intervalo" es la representacion memorial de la 
asociacion del contexto y el estimulo, es decir la memoria contexto-sefial, 
cuya fuerza es funcion de la integration de 10s valores de asociacidn en cada 
intervalo (Wagner, 1976, 1978, 1979). Su evocacion se produce por la sola 
exposicion al contexto de entrenamiento, de mod0 que la expresion de esta 
memoria (retencion) se evidencia en el primer ensayo de evaluacion y en el 
reentrenamiento. 
Por lo tanto, con la actividad de cualquiera de 10s dos mecanismos se 
obtiene retencion en la fase de reentrenamiento. Sin embargo, el valor de la 
retencion depende en un caso de la fuerza de la memoria de la seiial, mientras 
que en el otro de la fuerza de la memoria contexto-serial. 
Puesto que puede haber diferentes nQmeros de ensayo de entrenamiento y 
diferentes extensiones del intervalo entre ensayos, es posible concebir distintas 
grados de participation de 10s dos mecanismos durante un mismo 
entrenamiento. Sin embargo, 10s protocolos de entrenamiento masivo y 
entrenamiento espaciado usados en esta Tesis, deben considerarse como 
casos extremos, es decir, casos en 10s que esta actuando uno solo de 10s 
mecanismos propuesto: el mecanismo de 'repeticion" para el masivo y el de 
"intervalo" para el espaciado. 
tiempo que transcurre entre una presentacion y la siguiente. Cuando se vario el 
intervalo entre ensayos, del entrenamiento a la evaluacion, y sin importar el 
sentido del cambio, el animal deja de reconocer al estimulo y no muestra 
retencion en la fase de reentrenamiento. En Lozada (1993) se habia 
demostrado la estimulo-especificidad respecto del tamaAo y orientation de la 
presentacibn de la seiial. En este caso , lo que comprobamos es el peso que 
tiene en la caracterizacion del estimulo, el tiempo que transcurre entre las 
apariciones iterativas del estimulo. lndicando que estamos estariamos frente a 
una caso de frecuencia-especificidad Este analisis nos suponer plantear que 
Chasmagnathus posee un "contador temporal" capaz de medir el tiempo 
transcurrido entre ensayos, de manera tal que el tiempo representa un 
parametro mas en la definition del estimulo. Un antecedente que podemos 
citar para nuestro modelo son 10s resultados de Lozada (1993), en 10s que se 
exhibia retencibn en la evaluacion (un bloque de 15 ensayos) cuando 10s 
grupos entrenados con un intervalo de 27 seg., eran evaluados con la misma 
frecuencia, pero, no cuando se 10s evaluaba con una frecuencia altamente 
superior (720 seg.). Un resultado interesante se obtuvo cuando el cruce de 
frecuencias se hizo en el otro sentido, es decir, animales entrenados con un 
IEE de 720 seg., mostraban retencion al ser evaluados tanto con 720 como con 
27 seg. Una explicacion posible de esta aparente generalization de 720 a 27 
seg. es que para un espaciamiento tan grande como 720 seg., el "contador" 
se ve superado por el tiempo transcurrido entre 10s ensayos, y, no estaria 
tomando como caracteristica de la seiial la distribucion temporal de 10s 
ensayos de entrenamiento. Es decir, el entrenamiento seria considerado como 
una sucesion de eventos aislados que no guardan relacion temporal uno con 
otro, de tal manera que cuando el animal vuelve a ser confrontado con el 
estimulo durante la evaluacion, reconoce la seAal solo por sus otras 
cualidades, y, no surgen entonces diferencias entre la sefial del entrenamiento 
y de la evaluacion. 
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